SINTESE DO TRABALHO
VACINA RECOMBINANTE CONTRA A LEISHMANIOSE VISCERAL

Objetivos

Desenvolver e testar formulagdes vacinais contendo o antigeno recombinante A2contra a
leishmaniose visceral (LV)

Resultados

Imunogenicidade e eficacia de protecao em camundongos

Diversos antigenos foram avaliados comparativamente, em camundongos, contra a
leishmaniose visceral (LV). Dentre os antigenos testados, A2 foi capaz de induzir anticorpos
IgG2a e altos niveis de IFN-y, levando a redug¢do do tamanho da lesdo e do numero de
parasitas em animais imunizados. Analises in silico e ensaios de ELISA, ELISPOT e de
citoxicidade in vivo revelaram que a proteina A2 contém epitopos para celulas T CD4 e CD8 e
B.

Leish-Tec®: vacina contra LV canina baseada no antigeno A2.

Em 2004, foi realizada a transferéncia de tecnologia entre UFMG e o Laboratdério Hertape,
permitindo a producdo do antigeno recombinante A2, em condi¢des GMP (Good Manufacture
Practice). Posteriormente, o Ministério da Agricultura forneceu a licenga para o laboratdério
Hertape Calier comercializar a vacina Leish-Tec®, que contém A2. Leish-Tec®foi entdo avaliada
em estudo de fase Il, em caes Beagle. Os animais vacinados produziram niveis significativos de
anticorpos 1gG2 e de IFN-y e baixos niveis de IL-10, em resposta a A2. Em contraste, animais
do grupo-controle apresentaram niveis elevados de IL-10 e anticorpos IgG1. Apods a infeccdo
desafio com L. infantum, nos animais do grupo controle, os sintomas da infeccdo apareceram
aos trés meses e se apresentaram mais graves. Ja entre os animais vacinados, 5
permaneceram assintomaticos ao longo dos testes e 2 apresentaram sintomas brandos da
doenca, que apareceram um ano apdés a infeccdo. Além disso, os cdes vacinados
permaneceram negativos em testes soroldgicos com antigenos de promastigotas, indicando
gue a vacinacdo com A2 permite a destingdo soroldgica entre cdes imunizados e infectados.
Estes resultados foram confirmados em uma em uma populacdo heterogénea de caes.

Estudos Clinicos fase Ill duplo-cego e aleatdrio da Leish-Tec em area hiperendémica para LV
Um estudo duplo-cego de fase Il foi realizado para testar a eficacia da Leish-Tec® em darea
endémica para LVC (Porteirinha, Minas Gerais). Os cdes selecionados (n = 1650) receberam as
doses de Leish-Tec® ou placebo. Anadlises parasitoldgicas, sorologica e clinico-laboratoriais,
foram realizadas, durante dois anos. Com base em dados parasitoldgicos foi verificada eficacia
vacinal de 82%, considerando os animais que converteram a sorologia para o antigeno A2. Foi
observada também redugao de 41% na transmissibilidade da infecgdo, com base nos dados de
xenodiagndstico. Um relatério dos resultados foi enviado ao MAPA e MS para avaliacdo, que
foi aprovado, permitindo a concessdo ao Laboratério Hertape Calier do registro definitivo da
vacina.

Prospecgdo de novos antigenos por analises protedmicas

O acumulo de informacdo de genomas de patégenos, acompanhado de avangos na area de
guimica de proteinas e tecnologia recombinante, certamente tem revolucionado o campo de
desenvolvimento de vacinas. A separacdao de proteinas por eletroforese bidimensional,
seguida de espectometria de massas é uma tecnologia poderosa para identificacdo de



expressao diferencial de proteinas. O acoplamento de anticorpos em analise
imunoprotedmicas permite um refinamento de tal analise, identificando potencias antigenos.

Nos ultimos anos, com o intuito de identificar novos antigenos para o desenvolvimento de
vacinas contra a LV, além de andlises protedmicas comparando proteinas expressas em
amastigotas versus promastigotas, avaliamos a reatividade de soros de cdes assintomaticos e
sintomaticos frente proteinas expressas por amastigotas e promastigotas axénicas (Coelho et.
al. 2012). Mais de 550 “spots” foram detectados e aproximadamente 106 proteinas foram
identificadas por MALDI/TOF-TOF, incluindo varias proteinas hipotéticas. Algumas dessas
proteinas sdo especificas de Leishmania e encerram a possibilidade de serem mais especificas
para o diagndstico e vacinas para as leishmanioses, uma vez que reatividade cruzada é um dos
aspectos limitantes dos atuais métodos soroldgicos. Outras estdo associadas, de forma similar
ao antigeno A2, a capacidade dos parasitas de algumas espécies de Leishmania de visceralizar
a infeccdo, migrando da pele onde s3o depositados pelos flebétomos para drgdos como
figado e bagco. Em conjunto, os resultados obtidos a partir de anticorpos acoplados a analise
proteOmica representam uma enorme quantidade de dados disponiveis para analises
funcionais e estruturais da biologia do parasito e para o desenvolvimento de vacinas e testes
de diagndstico (Coelho et al. 2012). Alguns dos antigenos identificados foram testados
também para o desenvolvimento de testes de diagndstico soroldgico da leishmaniose (Costa
et al., 2012, Chavez-Fumagalli et al., 2012).

Em busca da vacina para a Leishmaniose visceral humana

Testes pré-clinicos em primatas ndao-humanos (Macaca mulata)

Um estudo pré-clinico em macacos (Macaca mulata) foi conduzido, com o objetivo de testar a
imunogenicidade e a capacidade de induzir a protegao de vacinas contendo A2, administrados
através de protocolos homdlogos e heterélogos, em grupos de 5 macacos, com adenovirus
(Ad-A2) ou plasmideo expressando A2 ou a A2 recombinante (rA2). Os macacos foram
desafiados com L. infantum. Animais que receberam o antigeno A2 responderam a vacinagao
com niveis aumentados de anticorpos. Em comparagdo aos animais controle, que mantiveram
alto numero de parasitas e granulomas no figado, durante o periodo de avaliacdo, os macacos
vacinados mostraram uma capacidade significantiva de controlar a replicacdo do parasita. Em
alguns grupos, a eliminacdo completa do parasita e resolucdo dos granulomas foram
observadas em bidpsias hepaticas. Andlise por PCR em tempo real confirmaram esses dados.
Estes resultados sdo promissores sob a perspectiva do desenvolvimento de vacinas contra LV
humana, ja que macacos Rhesus constituem um dos modelos de infeccdo mais proximos a LV
humana.

Adjuvante para uma vacina contra a LV humana

A empresa Glaxo Smith Kline tem investido no desenvolvimento de alternativas de adjuvantes
para uso em vacinas humanas, criando a linha “AS” (Adjuvant System). Essas adjuvantes ja
foram testados em populagdes humanas com elevada seguranca Uma parceria com a GSK foi
firmada recentemente com a UFMG e FIOCRUZ, para investigar a associacdo entre o
adjuvante AS e o antigeno A2, e assim desenvolver uma vacina contra a LV humana. Os testes
em animais se encontram em andamento. Apds essa fase, teremos uma formulagdo final para
iniciar os testes de fase 1 em humanos.

Conclusoes

Avancos considerdveis foram alcancados em relacdo ao desenvolvimento de vacinas



recombinantes contra a LV, contendo o antigeno A2.
Aplicabilidade

Uma vacina como a Leish-tec® representa ndo s6 um avancgo na profilaxia da LV canina, mas
também a perspectiva de reduzir as taxas de transmissdo da LV para as populacdes
humanas. E também um passo importante para se alcancar uma vacina segura e eficaz para
as populagdes humanas, aspectos que norteiam a parceria do grupo de pesquisadores com a
empresa GSK, vislumbrando a melhoria da qualidade de vida das pessoas nas comunidades
afetadas pela doenca.
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