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RESUMO

As Leishmanioses sao consideradas doencgas tropicais negligenciadas pela
Organizacdo Mundial de Saude e as classificagcbes mais atuais apontam trés principais
formas clinicas: a Leishmaniose Cutanea (LC), a Leishmaniose Mucocutanea (LMC) e a
Leishmaniose Visceral (LV). A alta prevaléncia da LV no Brasil, e sua alta letalidade,
torna necessario o aumento das pesquisas sobre a fisiopatologia da doenca, assim como
tratamentos mais efetivos, e formas de prevencdo seguras como a vacina. Este estudo
teve como objetivo realizar uma pesquisa bibliografica descritiva e qualitativa sobre
aspectos do ciclo de vida de Leishmania, suas formas clinicas, diagndstico e tratamento,
com énfase nos principais fatores de viruléncia do parasito e da resposta imunolégica do
hospedeiro na fisiopatologia da LV, bem como o cenario atual no desenvolvimento de
vacinas de uso humano. Exploramos como as respostas imunologicas humanas, a
imunopatologia e as interacfes do hospedeiro com Leishmania afetam a eficacia de
vacinas, diagnosticos e medicamentos. Devido a complexidade dessas interacdes e
mesmo com diversos estudos em andamento, poucas vacinas de uso veterinario ja
entraram e sairam do mercado, e para humanos ainda estdo em desenvolvimento. Ainda
€ necessario aprofundar nossa compreensao e melhora a eficiéncia das ferramentas de

tratamento, controle e eliminagéo dessa doenga.

Palavras-chave: fisiopatologia; parasitologia; Leishmaniose; vacinas; prevencdo e

controle.



ABSTRACT

Leishmaniases are considered neglected tropical diseases by the World Health
Organization and the most current classifications point to three main clinical forms:
Cutaneous Leishmaniasis (CL), Mucocutaneous Leishmaniasis (MCL) and Visceral
Leishmaniasis (VL). The high prevalence of VL in Brazil and its high lethality make it
necessary to increase research into the pathophysiology of the disease, as well as more
effective treatments and safe forms of prevention such as vaccines. This study aimed to
carry out a descriptive and qualitative bibliographical survey on aspects of the Leishmania
life cycle, its clinical forms, diagnosis and treatment, with an emphasis on the main
virulence factors of the parasite and the host's immune response in the pathophysiology
of VL, as well as the current scenario in the development of vaccines for human use. We
explore how human immune responses, immunopathology and host interactions with
Leishmania affect the efficacy of vaccines, diagnostics and drugs. Due to the complexity
of these interactions and even with several ongoing studies, few vaccines for veterinary
use have entered and left the market, and those for humans are still under development.
There is still a need to deepen our understanding and improve the efficiency of tools for

treating, controlling and eliminating this disease.

Keywords: pathophysiology; parasitology; leishmaniasis; vaccines; prevention and

control.
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1. INTRODUCAO

As Leishmanioses sé@o consideradas como doencas tropicais negligenciadas pela
Organizacdo Mundial de Saude e pode ser subdividida em trés principais formas clinicas:
a Leishmaniose Cutanea (LC), a Leishmaniose Mucocutanea (LMC) e a Leishmaniose
Visceral (LV). Tais formas podem ser encontradas por todo o mundo, sendo que cerca
de 100 paises sdo considerados endémicos para essa parasitose. A LC em geral, pode
ser caracterizada pela presenca de lesdo ulcerada com bordas elevadas, geralmente nos
membros inferiores, o que torna mais facil o diagndstico da doenca, quando a lesédo esta
presente. A LMC é uma forma grave de infeccéo, afetando pele e mucosas, incluindo o
nariz, boca e garganta, levando a lesfes destrutivas e desfigurantes, caracterizadas por
inflamacgé&o das mucosas, dificuldade na respiracdo e na alimentacdo. A LV pode ser
assintomatica, mas pode haver o aparecimento de sintomas classicos e inespecificos
como febre, anemia, hemorragia, hepatoesplenomegalia, linfadenomegalia, perda de
peso, taquicardia, diarreia, que séo caracteristicos de outras doencas, necessitando de
um diagnéstico diferencial rapido e eficaz devido as complicagdes que podem surgir. A
LV se nao tratada, pode levar a pessoa a 6bito em 90% dos casos.

A Leishmaniose Visceral é endémica em cinco continentes, sendo que mais de
90% dos casos mundiais ocorrem em paises como Bangladesh, india, Sud&o, Sud&o do
Sul, Etidpia e Brasil. Devido a alta letalidade da LV e sua alta prevaléncia no Brasil (97%
dos casos da América do Sul), pesquisas que visem um melhor entendimento sobre a
fisiopatologia da doenca, tratamentos mais efetivos, e uma alternativa mais eficaz e
segura para sua prevencao, como as vacinas, sdo primordiais. Portanto, este trabalho
teve como objetivo revisar as mais recentes publicagdes sobre a fisiopatologia da LV e

0 panorama do desenvolvimento de vacinas humanas para LV.

2. METODOLOGIA

Esta pesquisa foi realizada por meio de levantamento bibliogréfico, de caréater
descritivo e qualitativo, a partir de pesquisa de artigos e outros textos em bases de
dados como o Google Académico, Scielo, PubMed, e Boletins no site do Ministério da
Saude dos ultimos dez anos (2013 a 2023), com énfase em artigos de revisdo e
periodicos de referéncia na area do tema. Os principais termos utilizados nas pesquisas
foram “Leishmaniose Visceral”, “Leishmanioses”, “fisiopatologia”, “vacinas” e, em inglés,
“Visceral Leishmaniasis”, immunopathology” e “vaccines”, adicionando ainda

referéncias sobre o ciclo de vida do parasito, seus vetores, diagnostico e tratamento.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Doencas Tropicais Negligenciadas (DTNs)

As Doencas Tropicais Negligenciadas (DTN) sdo endémicas em populacdes de
baixa renda, afetam mais de um bilhdo de pessoas no mundo, principalmente em paises
em desenvolvimento, onde ha pouca disponibilidade de servicos de saude, rede de
esgoto inexistente ou ineficaz, agua potavel de dificil acesso, deficiéncia no saneamento
basico, habitacdo, educacao e informacédo em saude. Essas doencas sdo causadas por
parasitos ou outros agentes infecciosos, e possuem indicadores e investimentos em
pesquisa extremamente baixos, dificultando o desenvolvimento de medicamentos e/ou
vacinas, tornando-se dificil de controla-las. DTNs como a Malaria, Doenca de Chagas,
Leishmaniose Visceral, dentre outras, sdo parasitoses com altos indices de morbidade e
mortalidade em todo o mundo, representando uma necessidade mundial de maior

atencao a essas populagdes (FIOCRUZ, 2023).

Sao classificadas como DTNs, de acordo com a Organizacdo Mundial da Saude
(WHO, 2017), as seguintes doencas: Ulcera de Buruli (Bairnsdale, de Searls ou de
Daintree); Doenca de Chagas; Dengue e outras arboviroses;, Dracunculiase;
Equinococose cistica e alveolar; Treponematoses endémicas (Bouba); Trematodiases
de origem alimentar; Tripanossomiase Humana Africana; Leishmanioses; Hanseniase;
Filariase linfatica; Micetoma; Oncocercose; Raiva; Esquistossomose; Helmintiases

transmitidas pelo solo; Teniase de Taenia solium e neurocisticercose; Tracoma.

A Organizacdo Mundial de Saude também criou metas de desenvolvimento
sustentavel para serem alcancadas até 2030 (Sustainable Development Goals — SDGS),
que visam “garantir vida saudavel e assegurar o bem-estar de todos, em todas as
idades”, reduzindo a pobreza e subnutricdo, melhorando o saneamento basico e acesso
a agua potéavel, igualdade de género e educacgéo. Dessa forma, havera um controle na
disseminacgao dessas doencgas, e melhora na vida das pessoas acometidas. Para isso,
serd necessario revitalizar parcerias globais, incentivar os programas e iniciativas
nacionais, reunindo governos de paises endémicos, agéncias internacionais, empresas
farmacéuticas, ONGs internacionais, universidades e sociedade civil (Organizacdo
Mundial da Saude, 2017).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (2017), apesar das Metas, ha
desafios a serem vencidos apdés implementacdo das medidas de controle dessas
doencas, sendo indispensavel continuar avaliando e monitorando, garantindo vigilancia

de pds-controle, e para isso sera necessario um financiamento adicional, o que a maioria
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dos programas nacionais de DTNs ndo possuem. Além disso, € preciso esforcos

continuos para garantir que os tratamentos sejam implementados de forma eficaz, com
formas de monitorar e manter a vigilancia, buscando medicamentos alternativos (se
houver perda de eficacia) durante o tratamento, ou no caso de desenvolvimento de
resisténcia. Nesse cenario, um sistema de notificacdo eficaz para manter a cobertura das
DTNs também precisa ser desenvolvido, e para isso, a educacdo em saude deve ser
adaptada aos diversos contextos locais, enfatizando regides com maior foco de
transmissdo (Organizacdo Mundial da Saude, 2017). Muito ainda precisa ser realizado

para tentar controlar essas doencas, e a colaboracdo mundial € de extrema importancia.

3.2 Leishmanioses

As Leishmanioses sdao DTNs que estdo distribuidas em todo o mundo,
principalmente na América Latina, Africa, Asia e Sul da Europa, e maior prevaléncia no
Sudeste Asiatico, Africa Oriental e Brasil. Acredita-se que o primeiro caso da doenca foi
em 1571 pelo relato de Pedro Pizarro, onde povos eram dizimados por um “mal de nariz”
no Peru (Fiocruz, 1997). Atualmente, héa cerca de 600 mil a 1 milhdo de novos casos em
todo o mundo (Figura 1), com estimativas de 1 bilhdo de pessoas em risco de infecgéo
(KHALAIFAH, 2022).
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Figura 1: Notificagdo de casos de Leishmaniose Cutanea (A) e visceral (B) em 2018
Fonte: adaptado da Organizagdo Mundial de Saude (WHO, 2020).

As Leishmanioses sdo causadas por parasitos do género Leishmania, familia
Trypanosomatidae; com formas clinicas que se apresentam desde lesdes cutaneas
autocuraveis até doencas sistémicas que podem ser fatais se ndo tratadas. Essa doenca
pode ser encontrada nas principais formas de manifestacdo: Leishmaniose Cutanea
(LC), Leishmaniose Mucocutanea (LMC) e Leishmaniose Visceral (LV) ou Calazar, sendo

gue todas essas formas da doenca sdo causadas por espécies diferentes de Leishmania
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com formas clinicas distintas, associadas a cada uma das espécies causadoras (OPAS,

2023).

De acordo com Khalaifah (2022), a forma mais encontrada mundialmente é a LC,
gue causa lesdes cutaneas nao letais e, na maioria dos casos, apds a cura, leva ao
desenvolvimento de imunidade contra reinfeccédo. As espécies mais comuns que causam
LC séo L. amazonensis, L. braziliensis e L. major (SCOTT; NOVAIS, 2016). Porém, em
individuos imunocomprometidos ou com sistema imune enfraquecido, podem evoluir
para quadros de Leishmaniose Cutanea Difusa (LCD). A LCD € uma forma rara da
doenca, em que as lesdes cobrem maior parte da superficie da pele, e ha parasitas nas
lesdes, assim como, nddulos com infiltracao cutanea difusa sem ulceracdo (KHALAIFAH,
2022). No caso da LMC, esse quadro clinico se manifesta com a ocorréncia de linfagite,
obstrucdo nasal, perfuracéo de septo e destruicdo da cartilagem nasal (GOMES, et al.
2004).

Por fim, a Leishmaniose Visceral, forma clinica mais grave, sendo possivelmente
fatal se ndo tratada, é causada por L. donovani (Africa, india, Asia), L. infantum (Bacia
do Mediterraneo) ou L. chagasi (América), sendo caracterizada por febre prolongada,
hipergamaglobulinemia, esplenomegalia e pancitopenia (COSTA DA SILVA, et. al,
2022). Apos cerca de 6 meses, 20% dos pacientes tratados podem desenvolver uma
erupcao cutanea hipopigmentada na face ou nas partes superiores do corpo, condicdo
chamada de Leishmaniose Dérmica pés-Calazar (KHALAIFAH, 2022).

3.2.1 Inseto vetor

O inseto vetor da Leishmania, sdo as fémeas de flebotomineos, conhecidos
popularmente no Brasil como “mosquito-palha”, “tatuquira”, “cangalhinha” e “birigui”. Tais
vetores sdo da ordem Diptera, Familia Psychodidae e subfamilia Phlebotominae, como
as espécies Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia cruzi (NASCIMENTO, 2013). S&o insetos
pequenos com cerca de 2 a 4 mm e possuem coloracdo amarelada, e geralmente se
reproduzem em locais umidos, sombreados e com matéria organica em decomposicéo,
como por exemplo, buracos no solo, chiqueiros, tocas de animais, tronco de arvores, e
nao se distanciam muito dos criadouros, por ndo terem capacidade de voo téo eficiente,

se dispersando apenas cerca de 400 metros (FIOCRUZ, 2019).
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Figura 2: Fémea de Flebotomineo — imagem ampliada
Disponivel em: https://leishmaniosevisceralcanina.com.br/mosquito-palha-leishmaniose-canina/

De acordo com a Rocha (2019), esses insetos possuem habitos noturnos, se
abrigando durante o dia e iniciando suas atividades ao entardecer; as fémeas precisam
do repasto sanguineo para o desenvolvimento dos ovos, e buscam em animais e seres
humanos; enquanto os machos se alimentam preferencialmente de seiva de plantas.
Apbs o repasto sanguineo das fémeas, ocorre a maturagcdo dos ovos que sdo deixados

nos locais de criadouros preferidos por esses insetos, para entdo se desenvolverem.

Os flebotomineos séo insetos do tipo holometabolos, ou seja, seu ciclo de vida
possui quatro estagios principais: ovo, larva, pupa e adultos. Sua larva também passa
por quatro fases de desenvolvimento (estadios), sendo que o primeiro instar a larva
possui um par de cerdas caudais; do segundo ao quarto instar sdo dois pares de cerdas
caudais. O desenvolvimento da larva dura cerca de 18 dias, dependendo das condi¢des
do local, que se desfavoraveis podem prolongar esse tempo. Nesse periodo as larvas se
alimentam de matéria organica em decomposi¢ao, e por possuirem muita mobilidade se
deslocam em busca do alimento podendo se distanciar desses criadouros, dificultando a
localizacéo exata dessas larvas. Quando a larva se desenvolve para pupa, ela deixa de
se alimentar e entra em fase de repouso de 7 a 12 dias, até emergirem na fase adulta
(NASCIMENTO, 2013).

3.2.2 Reservatorios

De acordo com a Sociedade Brasileira de Parasitologia (2021), reservatoério é
gualquer local, vegetal, animal ou humano em que um agente etioldgico consegue se
multiplicar, e infectar outros hospedeiros, sendo que o reservatério ideal é aquele que
contém o agente etiolégico, mas ndo padece. O género Leishmania contém diversos
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hospedeiros zoondticos, com maiores evidéncias aos mamiferos. Foi constatada

infeccéo por Leishmania spp, has Américas, dentro das ordens de mamiferos silvestres
Didelphimorphia, Cingulata, Pilosa, Rodentia, Primata, Carnivora e Chiroptera; sendo
que a ordem Carnivora geralmente é a responsavel pela maior transmissdo de
Leishmania no ambiente urbano (OPAS, 2021). Essa ordem inclui os cades domésticos,

reservatorios urbanos importantes de Leishmania.

3.3 Ciclo de vida de Leishmania sp.

De acordo com Ministério da Saude (2014), os insetos vetores da espécie
Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia cruzi s&o os principais responsaveis pela transmisséo
da Leishmaniose no Brasil, que ao realizarem o repasto sanguineo, se infectam por
sugarem o sangue de mamiferos ja infectados com os parasitas. Durante esse repasto
sanguineo do inseto (com o sangue contaminado), ha a ingestdo de formas amastigotas
de Leishmania, que ap6s um periodo no trato digestivo do inseto se diferenciam em
promastigotas flagelados, que vao se reproduzir por divisdo binaria, e se transformam
em paramastigotas. Estes se diferenciam em promastigotas metaciclicos, a forma
infectante, que ficam alojados no eso6fago e faringe do vetor. Esse processo demora em
torno de 72 horas, e apés completo, quando esse inseto infectado realiza um segundo
repasto sanguineo em um hospedeiro vertebrado, como o homem, injetam as formas
promastigotas metaciclicas juntamente com sua saliva no local da picada (BRASIL,
2014).

No corpo do hospedeiro vertebrado, esses promastigotas podem migrar pela
corrente sanguinea para 6rgdos do sistema reticulo endotelial, como figado, baco,
medula 6ssea e linfonodos, sendo fagocitados por células do sistema mononuclear
fagocitario (macréfagos), e dentro dessas células, o parasita se diferencia em
amastigotas. Parte destes amastigotas podem ser ingeridos novamente por um inseto
durante um novo repasto sanguineo (BRASIL, 2014), conforme ilustrado na Figura 3,

disseminando o parasita.
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A: Estégio infeccioso
A: Fase de diagndstico

Figura 3: Ciclo de vida da Leishmania sp.
Fonte: Adaptado de CDC (Centers for Disease Control and Prevention, 2023)

3.4 Leishmaniose Visceral

A Leishmaniose Visceral é uma infeccdo causada por parasitas do género
Leishmania, € uma doenca tropical negligenciada de extrema importancia, considerada
endémica no Brasil. Pode ser classificada como uma zoonose, porém, quando o homem
entra em contato com o parasita em seu ciclo de transmissdo, torna-se uma
antropozoonose (BRASIL, 2006). As espécies de parasitas que sao responsaveis pela
LV no mundo, sdo de trés principais géneros, a Leishmania chagasi, Leishmania
donovani e Leishmania infantum, sendo que a L. chagasi é a responsavel pela LV na
Ameérica Central e América do Sul e é transmitida pelo inseto da espécie L. longipalpis
(BRITO et al., 2020).

No Brasil, a LV se expandiu do meio rural para as areas urbanas, o que aumentou
0 numero de casos, e principalmente em criangas por possuirem o sistema imunolégico
imaturo e com quadros de desnutricdo; ja em adultos, geralmente sédo assintomaticos ou
oligossintométicos (BRASIL, 2014). Essa doenca tem grande ligacdo com a
susceptibilidade do hospedeiro, de forma que também foram encontrados casos em
imunossuprimidos pelo uso de farmacos imunossupressores, em pacientes submetidos

a transplantes de 6rgéos, e na coinfeccdo com HIV (LINDOSO et al., 2018).
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De acordo com o Ministério da Saude (2014), a LV é uma doenca de notificacao

compulsoria, que pode apresentar manifestacdes discretas, moderadas e graves, como:
febre, perda de peso, palidez e hepatoesplenomegalia. Também sdo regularmente
observados anemia, neutropenia, trombocitopenia, hipoalbuminemia, hiperglobulinemia,
proteina C reativa elevada (PCR) e alta taxa de hemossedimentacéo (VHS), sendo que
cerca de 5 a 10% dos pacientes morrem desta doenca, resultante de complicacdes letais
de coinfec¢gbes bacterianas e hemorragias, e por essa condicdo, deve-se obter um
diagndstico e tratamento de forma rapida e precisa (BRASIL, 2014).

3.5 Fisiopatologia da Leishmaniose Visceral

Considerando o quadro de LV, no organismo humano, os macréfagos infectados
sdo rompidos apods a multiplicacdo exacerbada dos amastigotas da Leishmania em seu
citoplasma, liberando-os na corrente sanguinea do hospedeiro, onde serdo novamente
fagocitados por outros macrofagos, e o ciclo de multiplicagdo avancga, disseminando-os
para outros tecidos como linfonodos, figado, baco e medula 6ssea. A patogénese da
Leishmaniose € muito variavel dependendo da espécie infectante e seus fatores de
viruléncia, assim como o hospedeiro, que também determina o curso da doenca
(DUARTE, 2009).

Em relacdo a fagocitose do parasita pelo macréfago, ha questées que precisam
ser discutidas para compreensao da fisiopatologia da doenca, como a permanéncia e
multiplicacdo na célula hospedeira, sem ser destruido por ela. De acordo com
Elmahallawy e Alkhaldi (2021) a Leishmania persiste nas células hospedeiras, pela
capacidade de modular o sistema imunolégico do hospedeiro utilizando de varios
mecanismos, como por exemplo, induzindo a imunossupressao ou modificando os perfis

de quimiocinas do hospedeiro, citadas no item 3.5.2.

Ha muitos fatores de viruléncia que contribuem para essa infectividade de
Leishmania e seu parasitismo intracelular, além da inibicdo da resposta imunologica do
hospedeiro. Tanto as proteinases do parasita quanto do hospedeiro afetam a dinamica
da infeccdo, sendo que as classes de proteinases nas espécies de Leishmania incluem
cisteino-proteases, metaloproteases e serino-proteases; por sua vez, as proteinases do
hospedeiro, como as metaloproteinases da matriz, podem subverter a resposta imune
do hospedeiro. Existem outros fatores de viruléncia (Figura 4) que podem modular a
interacdo da Leishmania com as células imunes do hospedeiro, como os
glicoinositolfosfolipidios (GIPLs), lipofosfoglicano (LPG), proteofosfoglicano (PPG),
proteina A2, proteinases, proteinase acida de superficie (Gp63) e proteina de membrana
cinetoplastidial de 11 kDa (KMP-11) (ELMAHALLAWY & ALKHALDI, 2021). Os principais
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fatores de viruléncia da Leishmania envolvidos nesse processo de patogénese séo

discutidos a seguir.

3.5.1 Fatores de viruléncia da Leishmania

Lipofosfoglicanos (LPG): Sdo macromoléculas presentes na superficie dos
promastigotas de Leishmania, e ausente ou regulado negativamente nos amastigotas.
Possui quatro por¢des: uma ancora de inositol (glicosilfosfatidilinositol, GPI), um nucleo
glicano, uma cadeia linear de fosfoglicano (PG) e uma capa oligossacaridica terminal.
Os lipofosfoglicanos possuem heterogeneidade, com modificacbes em sua estrutura
durante todo o ciclo de vida do parasita, e com alteracdes entre as espécies, sendo uma
das caracteristicas principais desse fator de viruléncia. Essas variacdes inter e
intraespécies estdo envolvidas na sobrevivéncia do parasita dentro dos insetos
flebotomineos, gerando uma seletividade, permissividade e competéncia de determinado
vetor de flebotomineo para cepa especifica da Leishmania (FORESTIER & BOONS,
2015).

Ainda de acordo com Forestier & Boons (2015), o lipofosfoglicano € a primeira
interacdo do parasita com hospedeiro apos ser inoculado pelo vetor, sendo o primeiro
alvo para deteccao imunoldgica, mas também serve como uma barreira de protecéo do
parasita contra o sistema imunologico do hospedeiro. O LPG evita que o parasita seja
lisado pelo sistema complemento do hospedeiro, realizando um impedimento estérico na
ligagdo das moléculas do complemento ou até inativando-as na superficie do
promastigota. Além do mecanismo de escape da resposta imune, favorece a
sobrevivéncia intracelular do parasita ao intervir em respostas pro-inflamatorias das
células hospedeiras, ligando-se ao receptor Toll-like (TLR) 2 e 4 em macrofagos e em

células NK.

Glicoproteina 63 (gp63): E uma metaloprotease dependente de zinco que fica na
superficie do parasita e que facilita a inativacdo do sistema complemento no soro do
hospedeiro, a interacdo com o macréfago e sobrevivéncia intrafagolisossomal
(MCGWIRE, et. al. 2003). A gp63 modula a resposta imune de citocinas, visto que a
regulacéo negativa da expresséo da gp63 nos parasitas torna-os mais suscetiveis a lise
pelo sistema complemento do hospedeiro e leva a resposta do tipo TH1 no local da
inoculacdo. Essa metaloproteina ainda interfere nas cascatas de sinalizagéo e fatores de
transcricdo, impedindo que haja uma resposta das células hospedeiras durante a
infecgdo (SILVA-ALMEIDA, et. al, 2012).

Fosfolipidios de Glicoinositol (GIPLs): Nas células de Leishmania tanto a

glicoproteina de superficie gp63 quanto os LPGs se ligam a uma bicamada lipidica de
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glicolipideos contendo inositol (GIPLs). Esses GIPLs sdo produzidos em todos os

estagios de desenvolvimento do parasita e em algumas espécies ha evidéncias de que
essas moléculas desempenham importante funcao dentro dos macrofagos, inibindo a
ativacao e/ou sintese de elementos de protecdo do macréfago, como a éxido nitrico
sintetase induzida (iNOS) e proteina quinase C, mantendo o parasita vivo, ou seja, as
GIPLs possuem funcédo essencial na sobrevivéncia do parasita na célula hospedeira
(ELMAHALLAWY & ALKHALDI, 2021).

Fosfatases acidas: Sdo um grupo de enzimas liberadas principalmente na fase
promastigota da Leishmania. Em grandes quantidades provocam resposta imunitéria
humoral no hospedeiro, adaptam o parasita em ambientes &cidos e adquirem nutrientes
das células hospedeiras. A fosfatase acida que esta ligada a membrana tem capacidade
de reduzir a “explosao respiratoria” (burst oxidativo) de neutréfilos, e inibe a producéo de
metabolitos oxidativos téxicos dos neutréfilos, sendo mais um mecanismo de
sobrevivéncia dos parasitas nas células hospedeiras. Também temos a fosfatase acida
secretora (SAP), considerada um importante fator de viruléncia em espécies de
Leishmania. Essa proteina é secretada do reticulo reticulo endoplasmatico e depois &
transferida para a superficie ou é secretada por meio do reservatorio flagelar
(KHALAIFAH, 2022).

Nucleotidases: S&o proteinas ancoradas na membrana, voltadas para o meio
extracelular e estdo relacionadas com a alta capacidade do parasita de infectar
macrofagos humanos. Essas ectonucleotidases auxiliam na hidrélise de nucleotideos
extracelulares modulando a infectividade, uma vez que geram nucleosideos capazes de
atravessar a membrana plasmatica por transportadores especializados (receptores de
purina), evitando a morte da Leishmania através de “armadilhas” extracelulares de
neutrofilos (neutrophil extracelular traps — NETS). Essa alteracdo na concentracdo de
nucleotideos extracelulares é detectada pelo sistema imunolégico, estimulando uma
proliferacdo de linfécitos, producdo de espécies reativas de oxigénio (EROSs), oxido
nitrico, citocinas e quimiocinas no local (PERES, et al., 2018)
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Figura 4: Os fatores de viruléncia da Leishmaniose visceral (LV) e suas func¢des relatadas
Fonte: Adaptado de Elmahallawy & Alkhaldi (2021).

3.5.2 Reacgbes do sistema imunolégico humano ao parasitismo

ApoOs a inoculacdo dos promastigotas infectantes de Leishmania donovani, L.
infantum ou L. chagasi, estes sédo fagocitados pelos macrofagos, e seus antigenos sao
apresentados as células T, desenvolvendo a imunidade adaptativa. Inicialmente, ha a
ativacao dos fatores de viruléncia do parasita, como o lipofosfoglicano, glicoproteina 63,
e outras, enquanto no hospedeiro ha a ativacao de receptores Toll-like (TLRS) e outros
receptores, além do aumento da sintese de hidrolases, peptideos antimicrobianos dos
macrofagos infectados, espécies reativas de oxigénio e oxido nitrico produzidos pelos
mesmos e por outras células mononucleares do sistema imunoldgico. A doenga se

desenvolve quando ha a subverséo da resposta imunoldgica do hospedeiro, pela acéo
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dos fatores de viruléncia dos parasitas (Figura 4), fornecendo assim condi¢cdes para a

sobrevivéncia intracelular da Leishmania (COSTA, et al., 2023).

De acordo com Zacarias et. al (2017) o desenvolvimento da LV € mais suscetivel
em individuos imunocomprometidos, particularmente aqueles que vivem com HIV ou
tomam medicamentos imunossupressores, mas também tem prevaléncia em pessoas
mais jovens; pessoas de idade avancada; pessoas em estado de desnutri¢cdo, visto que

possuem um sistema imunoldgico enfraquecido.

Com a infeccdo estabelecida, ocorre a multiplicacdo e a disseminacdo dos
amastigotas nos fagocitos mononucleares, aumentando o0s niveis plasmaticos de
citocinas pro-inflamatoérias, como IL-12, e citocinas reguladoras, como IL-10,
dependendo do perfil de ativacdo dos macrofagos. A ndo suscetibilidade a infeccao
ocorre quando os macréfagos que fagocitaram o parasita, produzem IL-12 que estimula
a producéo de clones de células TH1 pro-inflamatoérias para liberar IFN-y (interferons),
que estimulam outros macréfagos a produzirem NO e espécies reativas de oxigénio,
induzindo os mecanismos de morte dos parasitas (COSTA, et al., 2023). De acordo com
a literatura, a imunidade adaptativa depende do perfil de ativacdo de macréfagos e
linfocitos auxiliares, sendo mediada pela unido de respostas M1/TH1 e respostas
M2/TH2. Ou seja, os macrifagos do tipo M1 expressam iINOS (6xido nitrico sintase
induzida), e direcionam as células T a gerar citocinas de perfil TH1,que induzem resposta
protetora no hospedeiro; enquanto a infec¢cdo de macrofagos por Leishmania aumenta o
estimulo da resposta TH2 (os macréfagos M2 expressam arginase que induzem as
células T a produzirem citocinas semelhantes de perfil TH2) que é favoravel ao parasita,
por estimularem a ativacao de linfocitos B, que serdo diferenciados em plasmaécitos para
a producdo de anticorpos, ou seja, produzem mecanismos de defesa contra novos
agentes invasores, porém, ndo destroem o parasito alojado intracelular nos macrofagos
(BHATTACHARYA, et al., 2015).

Os sintomas clinicos observados sao decorrentes da resposta imunoldgica ao
parasitismo, uma vez que, a partir da cascata de sinalizacdo gerada na interacdo da
Leishmania com receptores Toll-Like, ha a producdo de citocinas pro-inflamatérias e
citocinas reguladoras, ativando seus respectivos receptores e correceptores, induzindo
a formacdo de proteinas de fase aguda (PFA) nos hepatdcitos, superexpressdo de
fatores teciduais nas células endoteliais e mondcitos, levando a cascata de coagulacéo.
O sintoma mais acentuado € a febre, mediada por pirégenos endoégenos (IL-1B3, TNF-a e

IL-6), que ao atingir o hipotalamo, liberam prostaglandinas E2 (PGE2). As PGE2 quando
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elevadas, ativam o neurotransmissor AMPc, causando o aumento de temperatura

hipotalamica central (COSTA, et. al, 2023).

Além disso, algumas manifestacdes clinicas graves podem ser observadas como
hepatoesplenomegalia, fibrose hepatica intralobular difusa, comprometimento pulmonar
com pneumonite e nefrite intersticial, dentre varias outras caracteristicas fisiopatologicas
(DUARTE, 2009). De acordo com Costa (2023), a hepatoesplenomegalia € um sinal
importante no diagnéstico da doenca, havendo atrofia da polpa branca esplénica, com
necrose e fibrose de areas dependentes do timo, acumulo de macrofagos parasitados e
hiperplasia de plasmacitos, gerando o aumento do baco. A cirurgia de retirada do bago
tende a melhorar as condi¢fes clinicas desses pacientes, mas ndo cura pacientes co-
infectados pelo HIV. Ainda, a hipertrofia do figado, pode ser justificada pelo aumento da
producéo de células de Kupffer (COSTA, et. al, 2023).

A hepatite e a sindrome renal também podem ser encontradas na LV; no caso da
hepatite, as enzimas hepéticas estdo elevadas, o que indica danos aos hepatdcitos e
sdo marcadores da gravidade da doenca. Os niveis aumentados de bilirrubina séo
fatores de risco para a morte, principalmente nos pacientes com lesdo hepética. Ja a
presenca de sindrome renal e insuficiéncia renal de baixo grau geralmente aumentam a
letalidade da doenca, porém esse quadro clinico é mais raro, e esta relacionado com a
nefrite  intersticial, esclerose  glomerular segmentar e  glomerulonefrite
membranoproliferativa, sendo essa lesdo renal multicausal. A nefrite intersticial &
suspeita de ser causada por toxicidade medicamentosa, visto que a maioria dos
medicamentos antileishmania disponiveis sdo nefrotoxicos, mais um fator que contribui
na necessidade de desenvolver novos tratamentos ou profilaxias, como por exemplo, as
vacinas (COSTA et al., 2023).

No Brasil, foi definido um protocolo de atendimento desses pacientes pelo Sistema
Unico de Saude (SUS), orientando a rotina de diagnostico, tratamento e
acompanhamento dos pacientes em todos os niveis de atendimento: atendimento
priméario, nos postos de saude; atendimento secundario, nos centros de saude;

atendimento terciario, em hospitais (BRASIL, 2014).

O diagnostico e tratamento da LV deve ser realizado de forma precisa e 0 mais
precocemente possivel, assim que o médico suspeitar da doenca, no caso do paciente
apresentar febre e esplenomegalia associado ou ndo a hepatomegalia em regides
endémica. Para o inicio do tratamento o ideal € iniciar apds confirmacéo parasitologica,
porém, se o diagndstico sorologico e/ou parasitologico ndo estiver disponivel, deve-se

iniciar o tratamento imediatamente. O diagndstico imunolégico pode ser feito por exames
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sorologicos (imunofluorescéncia indireta/IFI ou enzyme linked immunosorbent

assay/ELISA); o diagndstico laboratorial complementar € o hemograma para avaliar
presenca de anemia, leucopenia com predominancia de células linfomonocitarias e
inversdo de relacado albumina/globulina; e diagnostico parasitologico com aspirado de

medula 6ssea e do baco para verificar a presenca de amastigotas (BRASIL, 2014).

As recomendacdes clinicas para o tratamento da LV no Brasil, sdo o antimoniato
N-metilglucamina (Sb*°) e a anfotericina B, sendo que o primeiro pode ser administrado
em ambulatério, diminuindo riscos de hospitalizacdo; e a anfotericina é mais comumente
escolhida para o tratamento de gestantes e pacientes que possuem contraindicacao para
os antimoniais (BRASIL, 2014).

Esses medicamentos no Brasil sdo distribuidos pelo Ministério da Saude, sendo
o antimoniato em ampolas de 5ml contendo 405mg de Sb*°, e atua nas formas
amastigotas do parasita. Porém, essa medicacao possui efeitos colaterais dose e tempo
dependentes, com alteracdes cardiovasculares (contraindicado para pacientes em uso
de betablogueadores e drogas antiarritmicas, e em pacientes com insuficiéncia renal ou
hepatica), além de efeitos secundarios como artralgias, adinamia, anorexia, dor no local
de aplicacdo e aumento da diurese. Ja a anfotericina B, € uma droga leishmanicida que
atua nas formas promastigotas e amastigotas do parasita (se liga com ésteres presentes
na membrana plasmética da Leishmania), e € comercializada em sua forma liofilizada
em frascos de 50mg de desoxicolato sodico da droga, e também na forma lipossomal.
Os efeitos colaterais da anfotericina sdo inumeros e frequentes, também dose-
dependentes, e sdo altamente tdxicos para o tecido vascular. Além dessas drogas,
também pode ser indicado a antibioticoterapia em casos de pacientes que apresentem
infeccbes bacterianas associadas ao LV, levando em consideracdo as recomendacgdes
da Comisséo de Controle de Infeccdo Hospitalar (BRASIL, 2014; MISHRA et al, 1994).

Apesar de haver tratamento medicamentoso, de acordo com Barbieri (2006), os
farmacos utilizados ainda possuem eficacia incerta sobre a doenca, e a necessidade de
se obter melhores tratamentos permanece. Alternativas podem ser trabalhadas, como o
controle do vetor e dos reservatorios da doencga, mas por se tratar de uma doenca com
prevaléncia em regides mais pobres, a infraestrutura necessaria para esse controle nao
€ obtida, e por isso, é reforcada a necessidade de desenvolvimento de vacinas para a

imunizacao e possivel erradicacdo da doenca (LIMA, et al, 2010).

3.6 Desenvolvimento de vacinas
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O tratamento da LV tem sido desafiador por diversos motivos: ndo ha vacina

licenciada disponivel para uso em humanos; os medicamentos antileishmania possuem
alta toxicidade, o tratamento tem custo elevado, e ainda houve o surgimento da
resisténcia aos medicamentos nos parasitas. Além disso, ha o aumento de casos de
coinfeccao por HIV, e o diagndstico deve ser rapido e especifico (PANDEY, 2019).

Visto que o tratamento para a Leishmaniose apresenta tantos aspectos negativos,
€ preciso aumentar e fortalecer as pesquisas para desenvolver novos farmacos e
minimizar sua toxicidade, e buscar reduzir o numero de novos casos de Leishmaniose,
a fim de frear o avanco da doenca, diminuindo a sua letalidade. Para isso séo
necessarios meétodos de prevencdo, sendo a vacina o principal instrumento aplicado
atualmente, para induzir imunidade protetora duradoura, reduzir a infecciosidade e/ou
interromper a infeccdo. Além disso, algumas doengas como sarampo, caxumba, variola,
poliomielite e rubéola, foram controladas com sucesso na utilizagdo de vacinas vivas
atenuadas, sendo um método que ainda pode ser avaliado como alternativa para o
desenvolvimento de outras vacinas, além de ser um método eficaz, seguro e mais
econOmico (SALJOUGHIAN, 2014).

De acordo com Lima e colaboradores (2010), algumas vacinas para a
Leishmaniose estdo sendo testadas, como vacinas de subunidades, vacinas com fracfes
de antigeno, vacinas feitas a partir de fragmentos de DNA e vacinas com parasitas
mortos pelo calor, mas ao serem testados, ndo alcangaram resultados satisfatorios. De
acordo com a literatura, o fator mais importante para o desenvolvimento da imunidade
duradoura é a persisténcia limitada ao parasita, e essa imunidade pode ser adquirida ao
utilizar parasitas vivos atenuados nas vacinas com intuito de gerar uma forte resposta de
memoaria no hospedeiro para prevenir uma futura infeccdo (BHATTACHARYA, et al.,
2015).

Pandey (2019) cita que a vacina antileishmania desejavel deve seguir alguns
parametros como: perfil de seguranca; acessibilidade; estabilidade; gerar imunidade
protetora de longo prazo; estavel em temperatura ambiente; eficaz como vacina
profilatica e terapéutica; eficaz contra varias espécies de Leishmania; vacina em dose
Unica com imunidade robusta e duradoura. Ou seja, um desafio cientifico e tecnoldgico
de escala global.

Dentre as estratégias vacinais existentes, ha a “Leishmanizacao”
(Leishmanization), uma das primeiras vacinas existentes, em que se inocula baixas
guantidades de promastigotas vivos a partir dos exsudados de lesGes cutaneas, sendo
injetada no local especifico. Porém, apesar de ser a Unica intervencdo bem-sucedida
contra a Leishmaniose com niveis de eficacia de até 100%, possui muitos problemas de

seguranca, e por isso nunca foi submetida a estudos clinicos controlados. Em paralelo,
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as vacinas com parasitas mortos sao seguras e alguns ensaios clinicos em humanos

foram realizados, mas possuem eficacia baixa de cerca de 54% (PANDEY, 2019).

Desde 2004, quatro vacinas receberam licenciamento para Leishmaniose canina.
Duas dessas vacinas, Leishmune® (que teve sua licenga de producéo e comercializagéo
retirada em 2014) e Leish-Tec® (que teve comercializacdo suspensa em 2023), foram
licenciadas no Brasil. As outras duas, CaniLeish® e LetiFend®, foram licenciadas na
Europa. Apesar de estarem no mercado ha anos, persistem incertezas com relagéo a
eficacia e a efetividade dessas vacinas. Também surgem duavidas sobre a possivel
infecciosidade dos animais vacinados e infectados, bem como sobre a possivel
interferéncia dos anticorpos induzidos pela vacina no diagndstico sorolégico da L.
infantum (VELEZ; GALLEGO, 2020).

No Brasil, a Leishmune® € de uso exclusivo canino. Essa vacina possui um
pedaco de glicoproteina purificada (fucose-manose ligand, FML), que consiste em um
antigeno da superficie do parasita, que persiste durante seu ciclo de vida. Essa vacina
inibe a penetracdo de promastigotas e amastigotas nos macréfagos de camundongos in
vitro, e gerou protecdo para os cdes (BORJA, et al., 2002), porém o Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) ndo recomendou a utilizacdo da vacina
por falta de seguranca e confiabilidade, sendo outro sinal de alerta, visto que nem a
vacina canina tem alcancado o perfil desejado de seguranca e protecdo (CFMV, 2014).

J4 a Leish-Tec® consiste em uma proteina recombinante A2 proveniente de
amastigotas de L. donovani, combinada com saponina como adjuvante da vacina
(VELEZ; GALLEGO, 2020). Sua fabricacéo e venda foram suspensas em maio de 2023
apo6s o MAPA constatar desvio de conformidade do produto, que pode ocasionar falta de
eficacia da vacina, gerando risco a saude animal e saide humana (BRASIL, 2023).

Para paises endémicos, a producdo de vacinas a baixo custo seria o ideal, e 0
modelo que mais se encaixa nessa perspectiva é de vacinas de primeira geracéo, por
serem relativamente simples, porém a padronizacdo dessas culturas de parasitas para
o desenvolvimento da vacina dificulta o processo. Outra opcdo sdo as vacinas de
segunda geracdo com subunidades proteicas, em vista disso, subfracdes parcialmente
ou totalmente purificadas de Leishmania tém sido utilizadas em modelos experimentais,
na busca de contornar as dificuldades da producéo em larga escala, padronizagao das
condi¢cdes da cultura in vitro e procedimentos de purificacdo. Algumas dessas vacinas
estdo sendo testadas em camundongos, hamster e cées (vacinas com proteinas LPG,
GP63, FML, HSP-70, HSP 83 e A2) (PANDEY, 2019).

As pesquisas mais modernas buscam a utilizacdo de vacinas de DNA (vacina de
terceira geracao), para induzir uma memaria imunoldgica, evitando respostas do tipo TH2
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(que para o paciente acometido com Leishmaniose é deletéria e pode gerar uma

patologia grave). A vacina Leishdnavax possui eficacia profilatica em camundongos, e €
constituida de cinco tipos de MIDGE-TH1 (Célula T auxiliar 1 de expressdo genética
minimalista definida imunologicamente), cada um codifica um antigeno diferente de
Leishmania: KMP11, CPA, CPB, P74 (fator de alongamento 1-alfa) e TSA. Da mesma
maneira, um adenovirus simio com replicacdo defeituosa ChAd63-KH, expressa um
gene sintético (KH) que codifica proteinas de Leishmania (KMP-11 e HASPB). E uma
vacina de terceira geracao, e a primeira desse tipo de vacina, que esta sob ensaio clinico
(KUMAR, SAMANT, 2016). Além dessas, a Leish-111f + MPL-SE (lipoproteina
recombinante derivada de Leishmania e formulada com monofosforil lipidio A) esta em
ensaios clinicos em humanos, com a fase 1 e 2 de seguranca completa. Apesar das
inovacdes, nenhuma destas vacinas se demonstraram eficazes (PANDEY, 2019). Além
disso, ainda nado foi esclarecida como fica a expressdo de proteinas durante a
diferenciacdo do parasita, e aparentemente formas amastigotas e promastigotas nao
possuem um padréao antigénico semelhante, dificultando a utilizacdo destes como alvo
terapéutico. Ademais, vacinas de DNA precisam de um cuidado maior, em virtude de
possiveis efeitos deletérios (KUMAR, SAMANT, 2016).

Novos avan¢os apontam que vacinas DCs (vacinas com células dendriticas),
desempenham papel importante como imunomoduladores na vacinacdo, e podem ser
consideradas vacinas de segunda geracdo. Vacinas DCs sdo estratégias novas com
grande potencial de eficacia, mas possuem custo elevado de producdo o que limitaria
seu desenvolvimento em paises endémicos, necessitando de alto investimento
internacional (PANDEY, 2019). Sendo assim, as vacinas vivas atenuadas geneticamente
modificadas continuam sendo uma melhor opcdo (BHATTACHARYA, et. al, 2015), os
novos conhecimentos sobre os fatores de viruléncia dos parasitas (Figura 4) e a
compreensao dos antigenos que estimulam a resposta imunolégica contra o parasita sdo
importantes para nortear essa busca de novos medicamentos, alvos terapéuticos e no
preparo das vacinas. Pesquisas que explorem esses fatores de viruléncia podem elucidar
melhor a compreensdo da patogénese da doenca, auxiliando no desenvolvimento de
uma nova vacina (ELMAHALLAWY & ALKHALDI, 2021).

4. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

A Leishmaniose Visceral € uma doenga tropical negligenciada de suma
importancia, uma vez que pode ser letal, e por ser transmitida por inseto, pode ser
propagada facilmente. Seus sintomas iniciais podem ser confundidos com outras
doencas, sendo necessario uma boa anamnese e exames rapidos e confiaveis. Apesar

de possuir tratamento e ser oferecido pelo SUS, ndo garante a cura da doenca e
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possuem muitos efeitos adversos tempo-dependentes que colocam em risco a vida do

paciente, e por isso, a busca de uma vacina profilatica e terapéutica deve ser priorizada,
para solucionar esse problema e evitar novos casos. Varios testes com vacinas in vitro
foram realizadas e algumas até prosseguiram para ensaios clinicos, porém, ainda
estamos distantes da vacina ideal para Leishmaniose. Por se tratar de uma doenca de
paises em desenvolvimento, 0s investimentos em pesquisas Sd0 escassos, porém com
as novas metas de desenvolvimento sustentavel da Organizacdo Mundial da Saude
espera-se que esse quadro seja revertido, e maiores investimentos sejam fornecidos
para o desenvolvimento de uma vacina. Atualmente alguns fatores de viruléncia do

parasita ja sdo conhecidos, assim como o mecanismo da fisiopatologia da doenca, o que

7

contribui nos avangos para um novo alvo terapéutico. Concluimos que é necessério
aumentar as pesquisas a fim de driblar as dificuldades no desenvolvimento da vacina

contra a Leishmaniose.
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