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Novas estratégias para o desenvolvimento
de vacinas contra parasitas

New approaches to parasite vaccines development

SELMA GIORGIO
Professora do Departamento de Parasitologia do Instituto de Biologia da UNICAMP

RESUMO: Néo hé vacina contra parasitas para uso em seres humanos. As caracteristicas dos parasitas ¢ das doencas
parasitdrias responséveis pelo atraso na obtengio dessas vacinas sdo: a cronicidade das infecgdes, a eficiente evasio
do sisterna imune e a complexidade na estrutura e nos ciclos de vida dos parasitas. No entanto, atualmente h4 entusiasmo
e esperanca na drea. As raz3es para isso 530 as estratégias de biologia molecular e biotecnolégicas, que tém resolvido
alguns dos complexos problemas envolvidos no desenvolvimento de vacinas contra parasitas. As estratégias utilizadas
atualmente sdo baseadas na sintese de peptideos, técnicas de ADN recombinante e imunizagdes com. 4dcidos nucleicos.
Os adjuvantes, que sao imunopotenciadores quimicos, tamribém estdo sendo desenvolvidos para uso nas vacinas contra
parasitas.

Palavras-Chaves: BIOTECNOLOGIA — PARASITOLOGIA — VACINAS

ABSTRACT: There is no anti-parasite vaccine for use in humans. Parasite and parasitic disease features which cause
problems in attaining these vaccines are: chronicity of infections, high efficiency of immune evasion and structural
and life-cycle complexity. Nometheless, the present time is one of particular enthusiasm in the field. This is
because, by appropriately blending molecular biologic and biotechnology approaches it now seems feasible
to address many of the complex problems involved in parasite vaccine development. Approaches currently
being investigated are the production of vaccines based on synthetic peptides, recombinant DNA techniques,
and genetic immunization. Adjuvants (immunopotentiating chemicals) are also being investigated for anti-
parasite vaccines.
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Virtually all parasitic diseases are diseases of poverty, and
the long-term solution to their control is to eliminate poverty
rather than to develop biomedical tools or intervention pack-

ages.

observacdo de Tanner e Evans, em

recente artigo na revista Parasitolo-

gy Today, expressa a opinido de mui-
tos pesquisadores da drea de Parasitologia. *
%511 Contudo, as ferramentas biolégicas men-
cionadas pelos autores como as vacinas, que
discutiremos nesse artigo, e os quimioterdpi-
cos sdo de grande importancia, senio para a
resolugdo completa do problema, pelo menos
para a redugfio do sofrimento dos individuos
que vivem em 4reas afetadas,

(M. Tanner & D. Evans, 1994)

artrépodes ectoparasitas. O impacto das do-
encas causadas por esses parasitas nas po-
pulagdes principalmente dos pafses subde-
senvolvidos € ainda hoje muito grande. Es-
tima-se que um terco da populacdo mundi-
al esteja infectada com algum parasita e que
o nimero -anual de mortes devido as doen-
¢as parasitdrias esteja na casa dos mi-
lhSes. > Uma lista de algumas das princi-
pais parasitoses, prevaléncias, mortalidades
€ estratégias atuais de controle encontra-se

na tabela. Nota-se que nas infecgdes

Todos os agentes infecciosos sdo pa-
rasitas. No entanto, por convencao o termo
" & reservado aos protozodrios, helmintos e

Infeccdo Prevaléncia Global

listadas, e em qualquer outra parasitose hu-
mana, as vacinas ndo fazem parte dos mé-
todos de controle.

*

Métodos de cl:ntrole

Maldria 300 milhdes 1 milhio controle do vetor,

» . quimioterapia
Esquistossomose 200 milhGes 800.000 controle do vetor, higiene
Fitariose 78,6 milhoes baixa controle do vetor, higiene
Doenga de Chagas | 18 milhges 45.000 controle do vetor
Leishmaniose 12 milhdes 70.000 coptr'ole do v etor,

_ quimicterapia
Tripanossomiase . -

Africana 1 mithdc 5.000 | controle do vetor
Dados compitados das referéncias 15e 19

- Tabela 1 - Principais Doengas Parasitarias: prevaiéncia, mortalidade e métodos de controle.

De fato, o desenvolvimento de vacinas
contra parasitas tem sido um desafio para vi-
rias geragdes de cientistas. Ainda hoje ne-
nhuma vacina contra esse grupo de patége-
nos foi utilizada em grande escala, estando
algumas em testes clinicos (por exemplo,

18

maldria e leishmaniose) e outras em fase
experimental (por exemplo, esquistossomo-
se e toxoplasmose). !! Por que os cientistas
que pesquisam essas doencas descritas h4
muitas décadas (leishmaniose, 1898; doen-
¢a de Chagas, 1908; malaria, 1890; esquis-
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tossomose, 1851, e toxoplasmose, 1909) ndo
encontraram férmulas de imunizacdo ade-
quadas? Para responder a essa questao, € ne-
cessario discutir alguns aspectos imunopa-
tolégicos das infecgdes.

As vacinagdes contra um grande ni-
mero de doencas virais e bacterianas tém
sido.um sucesso nos ltimos anos. Para ci-
tar apenas dois, sdo exémplos disso a
erradicagﬁo mundial da variola e a elimi-
nac@o da poliomelite em vérios paises. As
razGes para tal sucesso residem nas carac-
teristicas da maioria das infeccdes causa-
das por virus e bactérias: episédios agudos

da doencga, respostas imunes que levam a

um completo clearence do patégeno ou a
uma redugao de seu niimero em niveis muito
baixos e a resisténcia a reinfecc@o. No caso
das doencgas parasitdrias em populagdes
humanas, essas apresentam um largo espec-
tro de manifestacdes clinicas (de individu-
os assintomadticos a pacientes crénicos). O
aparecimento de infec¢des cronicas sugere
que as respostas imunes antiparasita desen-
volvem-se lenta e ineficientemente. As res-
postas imunes também sao multifatoriais,
isto €, a natureza da resposta varia de um
individuo para o outro, com o concomitante
aparecimento de mecanismos de escape ao
sistema imune, desenvolvido pelos parasi-
tas. Além disso, parasitas sdo estrutural e
bioquimicamente mais complexos que vi-
rus e bactérias, com muitas espécies apre-
sentando vérias formas evolutivas em seus

volvimento de novas vacinas contra os pa-
rasitas.

ESTRATEGIAS PARA O
DESENVOLVIMENTO DE VACINAS
CONTRA PARASITAS'

As vacinas, de um modo geral, sio
compostas de um dos seguintes tipos de pre-
paracoes:

- microorganismos atenuados, mortos
ou inativados (vacinas contra a raiva, céle-
ra e salmonelose);

sextratos e produtos metabdlicos (va-
cina contra o tétano); ' .

esubunidades do patégeno, como 0s
antigenos recombinantes produzidos por en-
genharia genética e os peptidios sintéticos
(vacina contra hepatite B). 2

Apesar de se observar imunizagio efe-
tiva com parasitas atenuados ou mortos por
irradiacdo (caso do Plasmodium e do
Trypanossoma cruzi), na pratica médica tal
procedimento seria muito complexo. O ni-
mero de parasitas necessarios para uma va-
cinac@o em massa seria elevadissimo, e para
o cultivo dessas formas é necesséria a pre-
senga de células do hospedeiro vertebrado,
o que torna tal procedimento invidvel do
ponto de vista econdmico, além dos riscos
inerentes das culturas celulares (presenca
de oncogenes, micoplasmas etc...). Aliado
a essas dificuldades, estd o risco de que os
processos de atenuacao ndo sejam efetivos

ciclos de vida, o que dificulta a defini¢@o
de antigenos protetores (moléculas do
microorganismo que provocam resposta
imune protetora). ®

Apesar das imensas dificuldades, pa-
rasitologistas e imunologistas estdo desen-
volvendo novas tecnologias para a obten-
¢do de vacinas e entendendo melhor os pa-
rasitas do ponto de vista genético e bioqui-
mico. Nosso objetivo € discutir as estraté-
gias utilizadas e as perspectivas de desen-

em 100% dos parasitas utilizados, o que po-
deria provocar infeccio no lugar de imuni-
zagdo. 8910

A soluc@o para esses problemas estd -
na obtencao de antigenos purificados dos
parasitas capazes de estimular uma res-

. posta imune protetora e de longa duragéo

nos individuos vacinados. Para alcangar
esse objetivo, os pesquisadores da drea
lancam mao de algumas estratégias de
estudo. 1° '
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Figura 1 ~Esquema simplificado dos estigios de desenvolvimentoe da acao de vacinas contra parasitas.

(1) Pesquisadores estudam, purificam

envolvida na resisténcia 2 infec¢do por mui-

e sintetizam um antigeno do parasita com po-
tencial protetor (2) o antigeno, quando usa-
do em imunizag&es, é capaz de induzir res-

postas imunes, como ativac@o de linfécitos
T e produgio de anticorpos; (3) e (4) o hos-
pedelro com antlcorpos e linfécitos espec1—
ficos em nimero aumentado, devido & imu-
nizagdo, é capaz de debelar a infec¢do pelo
parasita.

A produgio de anticorpos monoclonais
protetores especificos para antigenos do pa-
rasita, a identificacdo bioquimica desses
antigenos (por exemplo, a presenca de agii-
cares e lipidios e a seqiiéncia de aminoéc'idos)
0s testes de imunizag¢do em animais de labo-
ratério’ com essas moléculas e finalmente a
clonagem do gene e produgao do antigeno
recombinante ou sintético foram os passos
seguidos para o desenvolvimento da vacina
contra a maldria. 10 13. 14

Apesar de efetiva para obtencdo de
antigenos protetores em vérios modelos de
doencas parasitarias, utilizando-se tal estra-
tégia assumese que a imunizagio efetiva en-
volva a resposta imune do tipo humoral isto
€, a produgio de anticorpos contra o parasita.
Essa premissa, entretanto, é incorreta, pois é
a resposta imune do tipo celular (ativacdo de
linfécitos T e produgio de lmfocmas) que estd

tos protozodrios e helmintos.

Outra estratégia muito utilizada é o es-
tudo dos mecanismos efetores de resistén-
cia e o desenvolvimento de protocolos’ de
vacinag@o com extratos totais ou parasitas
atenuados, que induzam protecio em ani-
mais experimentais. Feito este estudo, iden-
tificam-se e sintetizam-se os antigenos re-
levantes. Trabalho desse tipo é desenvolvi-
do na esquistossomose e na leishmaniose
experimental, e com a vantagem de definir
a metodologia (por exemplo, a via de
inoculagdo e as células-alvo estimuladas)
para a apresentacdo dos antigenos proteto-
res ao sistema imurne, antés mesmo da pu-
rificac@o completa das moléculas. 15

A terceira estratégia que os pesquisa-
dores adotam para desenvolver vacinas con-
tra os parasitas € a identificacdo de molécu-
las vitais, isto €, que fazem parte de proces-
sos fisiolégicos do parasita. Enzimas e re-
ceptores envolvidos na ligagcio ou adesdo a
células do hospedeiro sdo alguns dos candi-
datos que poderao ser alvo da resposta imu-
ne protetora.

- ADJUVANTES
O objetivo das diferentes estratégias dis-
cutidas acima € a obtengdo de proteinas
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purificadas ou recombinantes ou mesmo
peptidios do parasita. Infelizmente, tem-se ob-
servado que tais moléculas apresentam uma
imunogenicidade limitada, isto &, a eficiéncia
em estimular uma resposta imune intensa e de

longa durag@o € baixa. Para contornar esse pro-

blema, pesquisa-se maneiras de aumentar a
imunogenicidade dos “candidatos” a vacinas.
Um dos campos mais promissores € o desen-
volvimento de adjuvantes, imunopotenciadores
quimicos que, misturados ao antigeno purifi-
cado, tém por fungdo amplificar e intensificar
respostas imunes humoral e/ou celular especi-
ficas. 171

O inico adjuvante utilizado em seres
humanos ainda é o ‘hidréxido de aluminio
(usado nas vacinas contra difteria, tétano e he-
patite B), que ndo é téxico, mas deficiente na
estimulag¢ido de respostas mediadas por
linfécitos T. Qutros como o adjuvante com-
pleto de Freund (uma emulsao dgua-6leo mi-
neral e micobactérias mortas) sio tdo téxicos
que ndo se prestam nem ao uso em vacinas
veterindrias.

Uma nova geracido de adjuvantes tem -

sido desenvolvida e ja mostra os primeiros
resultados. O composto Ribi, que contém em
sua formulacdo lipidio A e parede celular de
micobactéria, estd sendo testado com a va-
cina da maldria. Outros, como os lipossomos
(bicamadas concéntricas de fosfolipidios que
se formam espontaneamente em solugdo
aquosa), sdo usados em pesquisas de leis-
hmaniose experimental e os “iscoms” —
abreviacdo do inglés immunostimulatory
complexes (um glicosidio extraido da casca
da arvore Quillaia saponaria) — estio em
testes de toxicidade.

" Os mecanismos gerais de acdo dos adju-
vantes nao estao esclarecidos; mas hd algumas
hipéteses. Esses compostos devem reter o anti-
geno no local em que a injegéo é aplicada, libe-
rando-o depois vagarosamente, dando as célu-
las do sistema imune tempo para detecté-lo e
acionar a resposta eficaz. Adjuvantes devem

também atrair células mononucleares para o
local da injecdo, elevando o mimero de linféci-
tos nos 6rgaos linféides préximos e facilitando
o contato entre o antigeno e as células do siste-
ma imune. Os antigenos, quando misturados a
adjuvantes, devem ser incorporados (fagocita-
dos) e processados mais eficientemente por
macréfagos. O uso desses compostos em hu-
manos, no entanto, dependerd sempre da supe-
rioridade que apresentem sobre o hidréxido de
aluminio e da falta de efeitos téxicos. 7

VACINAS DE ACIDO NUCLEICO:
A TECNOLOGIA DOS ANOS 90
A técnica mais moderna para vacinacao e
que pode revolucionar o campo € a das vacinas
de polinucleotidios. *% 8 O principio do mé-
todo baseia-se na observagao de pesquisadores

da Vical, uma empresa de biotecndlogia em San

Diego, Califérnia (EUA), da Merck e da Mari-
nha americana, que injetaram plasmidio que
continha (codificava) o gene de um antigeno do
virus da influenza no quadriceps (muisculo
esquelético) de camundongos. Apds a imuniza-
¢do, os animais foram inoculados com o pré-
prio virus da influenza e se mostraram resisten-
tes & infecg@o. Varias imunizacgdes desse tipo
foram realizadas em bovinos, aves e primatas
com grau satisfatério de protecdo.

Esses resultados mostraram que o ADN
(dcido dexosiribonucleico) que codifica uma
proteina do patégeno, quando injetado em
muisculo, pode estimular o tecido do hospe-
deiro para sintetizar essa proteina, que, por
sua vez, serd reconhecida pelo sistema imu-
ne como estranha, provocando respostas
protetoras. > A técnica é revoluciondria por-
que o préprio hospedeiro produzird a prote-
ina antigénica, similar a produzida pelo
patégeno e evitard os complicados protoco-
los de purificag@o e sintese dessas proteinas
que sfo realizados nos laboratérios. Essas
vacinas terdo vantangens na eficécia, pois o
sistema imune terd contato prolongado com
o antigeno produzido in loco e ocorrerd a
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estimulag@o dos linfécitos T citotdxicos
“matadores” de células infectadas e dos
anticorpos protetores. Haverd vantagem do
ponto de vista econémico também, uma vez
que os custos para a producdo dessas vaci-
nas de dcidos nucleicos poderdo ser meno-
res, pois as etapas de sintese e/ou purifica-
¢do antigénica ndo serdo necessarias e a es-
tabilidade da vacina é maior, desde que o
ADN néo necessita ser mantido em condi-
¢Oes especiais, em temperaturas muito bai-
xas ou com estabilizadores quimicos.

As primeiras tentativas de vacinago em
animais de laboratério com genes de antige-
nos de parasitas ja foram realizadas e os re-
sultados sdo muito promissores. No caso da

Plasmodium, o parasita da malaria, € com-
plexo, mas vamos descrevé-lo resumidamen-
te, salientando algumas fases. Um anofilinio
fémea (vetor da doenca) durante um repasto
sangiifneo injeta a forma esporozoita do pa-
rasita em um hospedeiro. Rapidamente es-
sas formas movem-se através da corrente
sangiifnea para o figado, onde no interior dos
hepatdcitos transformam-se em esquizontes.
Esses contém centenas de merozoitos, que
ganhardo novamente a corrente sangiiinea e
em segundos infectam os glébulos verme-
lhos, onde ocorre a replicacdo assexuada do
parasita. O ciclo continua e os sinais de ane-
mia e febre sdo caracteristicos, complicacGes

cerebrais sdo observadas em infec¢Ges por

leishmaniose experimental, pesquisadores
ingleses imunizaram camundongos com o
“gene” de uma glicoproteina de peso mole-
cular de 63.000 Daltons, previamente estu-
dada e definida como uma das “candidatas”
a vacina contra a leishmaniose cutinea. O
desafio com parasitas vivos originou respos-
tas imunes protetoras com diminui¢io sig-
nificativa no tamanho das leses. 7 Experi-
mentos também foram realizados com gene
da proteina CS (circumsporozoite protein) do
Plasmodium e os niveis de proteco obser-
vados foram altos. O ADN de Schistosoma
Jjaponicum estd sendo utilizado para prote-
¢d0 de animais contra o S. mansoni. ® Os
préximos anos, sem ddvida, reservario sur-
presas em relag@o a essa nova descoberta da
imunologia.

O EXEMPLO DA VACINA

A maldria é uma parasitose que acom-
panha a humanidade h4 dezenas de milhares
de anos. Ainda hoje, segundo dados da Orga-
nizagdo Mundial da Sadde, h4 100 milhdes
de casos por ano. No Brasil registra-se de 600
a 800 mil casos anuais, a maioria da regido
amazdnica. 3 :

O ciclo evolutivo do protozoério

P. falciparum.

Hé décadas pesquisadores procuram
meios de imunizar e, assim, proteger indjvi-
duos da mélaria. '° Nessas tentativas, obser-
vou-se que voluntirios expostos (imuniza-
dos) a anofilinios contendo esporozoitas ir-
radiados estavam protegidos da infec¢io por
Plasmodium. Como discutido anteriormer--
te, esse tipo de imunizagio seria invidvel em
escala até mesmo regional. Iniciou-se, en-
tdo, as pesquisas dos antigenos protetores, isto
é; aqueles que induziriam uma resposta imu-
ne efetiva. Dentre as dezenas de moléculas
pesquisadas, a proteina CS (circumsporozoite
protein) presente em toda a superficie do
esporozoita mostrou-se imunogénica e pro-
tetora. Animais de laboratdrio vacinados com
proteina CS produziram anticorpos que eram
capazes inibir a entrada do parasita nos
hepatécitos, impedindo, assim, a multiplica-
¢do e a transformagio em merozoitos. As pri-
meiras tentativas de vacinagio em primatas
nao foram bem sucedidas. Mas, em 1987-
1988, pesquisadores colombianos publica-
ram alguns artigos 12 descrevendo a acd@o

-de uma vacina sintética em macacos do gé-

nero Aotus e em um pequeno niimero de vo-
luntérios, os resultados apresentaram um fn-
dice de protecdo de 70 a 80%. A vacina,
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conhecida com Spf66, consiste de uma com-
binacdo de peptidios sintéticos, os quais t&m
seqiiéncias de aminoacidos originadas das
seqliéncias derivadas das proteinas CS,
MSA-1 (merozoite surface antigen I) e ou-
tras proteinas da forma merozoita.

Apesar de outros grupos de pesquisa
néo terem conseguido repetir os resultados
produzidos pela vacina Spf66 em macacos,
os cientistas colombianos liderados pelo Dr.
M.E. Patarroyo iniciaram os testes em gran-
de niimero de voluntdrios em regides da
América do Sul e da Africa. Os resultados

Imais recentes apontam uma reducio de 39%.

nos episédios clinicos da malaria nos indi-
viduos vacinados. 5 A Organizacio Mundial
da Saide est4 acompanhando os testes clini-
cos e tem unido esforgos com os pesquisa-
dores no sentido de melhorar a eficécia da
Spf66 e comprovar seu potencial protetor em
diferentes regides do globo.

Pode-se discutir que a eficicia de 39%
obtida dessa vacina € ainda pequena, mas
considerando os pafses em que a maldria é
endémica e mata, mesmo uma vacina que
reduza o risco da infecgdo em aproximada-
mente um terco da populagdo é muito bem
vinda.

CONCLUSAO

As dificuldades encontradas por cientis-
tas que trabalham na 4rea de vacinas contra
parasitas sdo muitas. Além de as doencas
provocadas por esses microorganismos apre-
sentarein um largo espectro de manifestagées
clinicas e das respostas imunes do hospedei-
ro desenvolverem-se lenta e ineficientemente,
esses parasitas sdo bioquimicamente mais
complexos que os virus e as bactérias.

Apesar desses desafios, as estratégias re-
centes prometem um desenvolvimento de va-
cinas contra os parasitas. Os conhecimentos das
respostas imunoldgicas efetoras e da bioqui-
mica, aliados a biotecnologia, séo responsaveis

~ por essas expectativas. O mapeamento

bioguimico e genético dos parasitas estd pos-
sibilitando a produgdo de peptidios sintéticos
e recombinantes, que sdo testados clinica e
experimentalmente quanto ao seus potenciais
protetores. Os primeiros bons resultados j4 fo-
ram obtidos no caso dos antigenos sintéticos
Spf66 contra a maléria.

O avango da drea dependerd do continuo
aprimoramento das.técnicas biotecnolégicas,
do conhecimento bioquimico e genético dos
parasitas e também dos estudos das respostas.
Imunes efetoras dos hospedeiros contra seus
parasitas.
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