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VACINA RECOMBINANTE CONTRA A LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA

A presente invencgdo refere-se a vacina recombinante contra a leishmaniose
visceral canina contendo a proteina recombinante A2 e saponina, como adjuvante, e
gue permite a distingcdo entre animais vacinados e infectados por meio de testes de
ELISA ou imunofluorescéncia convencionais que empregam antigenos de formas
promastigotas de Leishmania.

As leishmanioses constituem um grupo de doencas parasitarias que se
apresentam clinicamente como lesbes cutaneas, mucocutaneas ou sob a forma de
infeccdo visceral e ocorrem devido & infec¢gdo por uma variedade de espécies de
protozoarios pertencentes ao género Leishmania (World Health Organization. Program
for the surveillance and control of leishmaniasis.
http://who.int/femc/diseases/leish/index.html. 2005). As leishmanioses sdo endémicas
em cerca de 88 paises. Destes, 72 sdo paises em desenvolvimento e, neste grupo,
estdo incluidos 13 paises com a menor taxa de desenvolvimento mundial. A forma
visceral ocorre devido a infec¢cdes causadas pelas espécies Leishmania (Leishmania)
donovani e L. (L.) infantum em paises da Europa, Asia, Africa e Oriente Médio e por L.
(L.) chagasi, em paises da América Latina (DESJEUX, P. Comp. Immunol. Microbiol.
Infect. Dis.: 27, 2004). Alterac6es nas func¢des do baco, figado e da medula 6ssea séo
observadas nos pacientes infectados, sendo que a infeccdo pode tornar-se crbnica e
causar febre irregular de longa duracdo, hepatoesplenomegalia, linfadenopatia,
anemia, leucopenia, edema, debilidade progressiva e emagrecimento, podendo levar a
morte na auséncia de tratamento. Individuos infectados podem também permanecer
assintomaticos, embora cerca de 20% dos individuos em regides endémicas
desenvolvam a forma classica da doenca. Os sintomas S80 progressivos e as
complicacdes decorrentes da evolucdo da infec¢do sdo responséveis pela maioria dos
Obitos (SUNDAR, S. & RAI, M. Clin.Diagn. Lab. Immunol., 9: 2002).

A L. (L.) chagasi possui ampla distribuicdo geogréfica nas Américas, sendo
encontrada no Brasil, na Argentina, Colébmbia, Bolivia, El Salvador, Guatemala,
Honduras, México, Paraguai e Venezuela. Espécies como marsupiais e gambas séo
conhecidos reservatérios silvestres do parasita. Em ambientes domésticos, o cdo é
considerado o principal reservatério no ciclo de transmissdo doméstico da

leishmaniose visceral (LV) devido a elevada prevaléncia da infec¢cdo canina, quando
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comparada & infecgdo humana. Cées infectados, mesmo assintométicos, apresentam
grande quantidade de parasitos na pele o que favorece a infecgéo do inseto vetor, a
partir deste reservatorio e, cohseqﬁentemente, a transmiss3o para o homem (TESH,
R. Am. J. Med. Hyg.: 52, 1995).

O tratamento da LV canina, independente do farmaco utilizado, nédo & viavel
como medida de controle da doenga, pois tém custo elevado e, freqlientemente, cées
tratados e clinicamente curados sofrem recaidas, permanecendo como fontes de
infeccdo para o vetor, além de aumentar o risco de selegdo de linhagens resistentes a
tais farmacos, com sérias implicagbes para o tratamento do homem (GRAMICCIA, M.
& GRADONI, L. Int. J. Parasitol. 35: 2005).

Este fato, associado 2 letalidade da LV humana na auséncia do tratamento,
levou a Organizagdo Mundial de Saude (OMS) a preconizar a eliminagéo de cées
quando soropositivos para antigenos de Leishmania, como medida de controle da
infecgdo por d6rgdos de Saﬂde\, Plblica. O Ministério da Salde do Brasil, desta forma,
passou a adotar tai procedimento. Assim, uma das agdes mais utilizadas no controle
da LV & a eliminagdo dos cdes infectados, os quais séo detectados por meio do
diagnéstico sorolégico ou pela presenga de sintomas clinicos. No entanto, tais
procedimentos acarretam profunda tristeza e indignagéo aos seus donos que, por
vezes, preferem omitir a doenga aos orgéos competentes, até a proximidade da morte
dos anim ais quando, n esses ¢ asos, ja s e tornaram i mportantes t ransmissores do
parasita (TESH, R. Am. J. Med. Hyg.: 52, 1995).

A maioria das pesquisas focando o desenvolvimento de vacinas baseia-se na
identificagdo de moléculas do parasita e em protocolos de imunizagdo que tenham a
capacidade de induzir resposta imune celular Th1, requisito essencial para indugéo de
prote¢do & doenga. Em ces, a resisténcia ou susceptibilidade a doenga é tambem,
provavelmente, associada & dicotomia da resposta Th1/Th2. A resisténcia ¢ associada
com a elevada resposta linfoproliferativa especifica e com a reagdo de
hipersensibiiidade tardia (DTH) positiva, além de baixos titulos de anticorpos
especificos ao parasita. A resisténcia a infecgdo e protegdio, em cées, estaria
relacionada a uma elevada produgéo de interferon-gama (IFN=y), de éxido nitrico (NO)
e pela atividade leishmanicida dos macréfagos parasitados ou seja, a um perfil de
resposta imune Thi. Niveis elevados de anticorpos 1gG1 estariam associados a
susceptibilidade, enguanto niveis elevados de IgG2a estariam associados a
resisténcia (Moreno, J. & Alvar, J. Trends Parasitol.: 18, 2002; Molano, |. et al., Vet
Immunol. Parasitol.: 92, 2003). Portanto, em estudos de avaliagéo de eficacia vacinal
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contra a infecgdo por Leishmania, IFN-y e anticorpos 1gG2 (cdes) ou lgG2a
(camundongos) séo utilizados como marcadores da resposta Th1 e de indugéo de
resiténcia. Interleucina-4, interleucina-10 e anticorpos lgG1, ao contrério, s&o utilizados
como marcadores de resposta Th2 e de susceptibilidade.

Vacinas contra Leishmaniose canina s&o de dificil desenvolvimento e, por iss0,
ainda raras. Uma vacina canina encontra-se disponivel, a Leishmune®. Esta utiliza
como ativo vacinal um complexo antigénico purificado, incluindo proteinas, que
corresponde ao complexo Fucose-Manose Ligante (FML), presente na superficie do
parasita, de acordo com o pedido de patente nacional no. Pl 9302386-3 (Composigéo
contendo fragbes de células de leishmania, denominadas antigeno fmi "fucose
mannose ligand” ou " ligante ‘de f ucose-manose”, uso do antigeno fml e de suas
subfragbes e componentes para as aplicagbes em imunodiagnéstico especifico da
lsishmaniose visceral humana e animal, para aplicagdes em vacinagdo, tratamento ou
imunoterapia contra a leishmaniose visceral humana e canina).

A Leishmune® tem como caracteristica primaria a indugéo de resposta
humoral. O cfio vacinado desenvolve rapidamente resposta por meio da produgéo de
anticorpos especificos contra o parasita. Diversos testes, apresentados pela inventora
e parceiros da referida vacina, demonstram que a vacina protege cerca de 86% dos
animais vacinados, quando inseridos em areas endémicas. Os dados destes estudos
foram questionados pela comunidade cientifica, bem como pela inddstria, uma vez que
os animais controle se localizavam em cidade distinta da que alocou os animais
vacinados. Outra importante falha do teste citado foi a presenga de cdes, nos dois
grupos, utilizando coleiras impregnadas com repelentes de insetos. O parasita é
transmitido pela picada de um inseto, e se 0 contato entre inseto vetor é impedido pelo
uso de coleiras repelentes, o cdo ndo esta realmente exposto ao desafio natural
preconizado. Com base nos dados acima é questiondvel o percentual de protegéo
descrito. Desta forma, outros estudos foram executados e alguns estéo em execugéo,
a pedido do 6rgéo regulador em salde publica.

Em particular, no que tange a salde publica, ¢ sabido que por
regulamentagdo da OMS, animais soropositivos devem ser sacrificados. Ainda, esta
medida é adotada pelo Ministério da Saude do Brasil. Uma vez vacinado com o
produto em questdo o animal desenvolverd pesada resposta por anticorpos
especificos contra parasita, tornando-se soropositivo. O diagnéstico preconizado pelos
drgéos p ublicos € o s orolégico, p or s er bar ato e de f 4cil e xecugdo p odendo s er
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aplicado a todas as regides do pafs sem malor énus. Os cées vacinados deverio ser

sacrificados.

A nao diferenciagio, por métodos tradicionais, de animais infectados
daqueles vacinados apenas gera um grande problema para a saude plblica. Os donos
de animais vacinados apresentam a carteira de vacinagéo e impedem que este seja
sacrificado. Levando-se em conta que em cada cem animais vacinados cerca de 14
podem vir a se tornar infectados, causando o aumento de possiveis reservatorios
domésticos para a leishmaniose. Outra questéo importante esta relacionada a
inquéritos epidemiolégicos realizados pelo Ministério da Salde, que sdo importante
forma de identificaggio da evolugéo da doenga em diferentes regides. Este inquérito se
baseia, em parte, nos resultados sorolégicos de cdes. Com o advento da vacinagdo
pela Leishmune® os resultados obtidos ndo séo reais, pois animais s oropositivos
podem ter sido apenas vacinados e néo infectados. Por meio de exames que detectam
a presenga do parasita, tais como a Reagéo em Cadeia da Polimerase (PCR) ou
imunocitoquimica é possivel diferenciar os caes soropositivos devido a vacinagéo ou
infeccdo. No entanto, a execugdo destes exames exige técnicas aprimoradas,
equipamento e reagentes de elevado custo, além de técnicos capacitados, para
garantir fidelidade de resultados. A PCR é realizada em clinicas particulares, seu uso
em saude publica & de dificil implantagéo e de elevado custo financeiro.

Adicionalmente, a Leishmune® apresenta elevado custo de produgéo,
chegando ao mercado a pregos que impossibilitam o acesso de toda a populagéo ao
produto. O Brasil, sabidamente, possui uma larga faixa de sua populagéo com baixa
renda e este publico nao terh acesso ao produto citado. Sendo uma doenga em
expansdo em diversas regides do Pals, torna-se cada vez mais importante adotar
medidas que impegam a continuidade da fransmissédo do parasita, principalmente a
infecgdo de cées, que habitam domicilios e peri domicllios. O possivel uso deste
produto em campanhas de salde piblica tera elevado custo, além dos problemas ja
citados. A Leishmune® tem caracteristicas imunolégicas interessantes, mas contrasta
com as medidas de controle adotadas para a epidemia vigente impedindo o sacrificio
de caes soropositivos, interferindo nos inquéritos epidemiolégicos e ainda, sendo de

elevado custo para uso na satde publica.

O antigeno A2 foi identificado, inicialmente, na espécie L. (L.} donovani, por
Charest & Matlashewski (Mol Cell. Biol.: 14, 1994) a partir de uma biblioteca de cDNA
de formas amastigotas de L. (L} donovani. Cépias mdltiplas do gene A2 estéo
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agrupadas no ¢romossomo 22 (850 kb) de L. (L.) donovani, sendo que esses genes
sdo conservados nas espécies L. (L.) donovani, L. (L.) infantum, L. (L.) chagasi, L. (L.)
amazonensis e L. (L.) mexicana (Ghedin et al., Clin. Diagn. Lab. Immunol.: 4, 1997).
Em buscas conduzidas previamente em bancos de patentes, foram
encontrados pedidos de patentes r elacionados a utilizagdo do antigeno A2 como
reagente para vacinagéo contra a leishmaniose, confome descrito a seguir. A patente
de namero US5733778 relata a seqliéncia de nucleotideos do gene A2 e reinvidica a
protegdo de sua expresséo em hospedeiros microbianos. A seqiiéncia do gene A2 de
L. (L.) donovani cepa LV9, encontra-se depositada no Genebank, conforme descrito a

seguir:

LOCUS  S69693 2817 bp mMRNA linear INV 26-MAR-2002
ACCESSION S69693
VERSION $69693.1 GI:546453
ORGANISM Leishmania (donovani) infantum
Eukaryota; Euglenozoa; Kinetoplastida; Trypanosomatidae;
Leishmania.
REMARK GenBank staff at the National Library of Medicine created this
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..2817
Jorganism="Leishmania donovani infantum”
/mol_type="mRNA"
/strain="Ethiopian LV9"
/sub_species="infantum"
Idb_xref="taxon:5662"
/dev_stage="amastigote”

gene 1..2817
Igene="A2"

CcDS 72..782
Igene="A2"

Inote="Plasmodium falciparum S antigen homolog; This
sequence comes from Fig. 5A"

feodon_start=1

/product="stage-specific S antigen homolog"
/protein_id="AAB30592.1"
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/db_xref="Gl:546454" : \QQ

ORIGIN
1 gagctccece agegacccte tcggeaacge gagegeccca gtccceccac geacaacttt
5 61 gaccgagcac aatgaagate cgcagcgtge gtcegettgt ggtgttgctg gtgtgegteg
121 cggeggtgct cgeactcage gcectecgetg ageegcacaa ggeggecgtt gacgtcggce
181 cgcteteegt tggccegeag tecgteggee cgetetetgt tggeeccgeag getgttggee
241 cgetetecgt tggecegeag. tecgteggee cgctcteigt tggeeegeag getgttggee
301 cgotcetetgt tggccegeag fécgttggcc cgcteteegt tggeeegete teegttggec
10 361 cgeagtetgt tggeccgete teegttgget cgeagtecgt cggeccgctce tetgttggte
421 cgeagtccgt cggecegcte tecgttggee cgeaggetgt togeeegete teegttggee
481 cgcagteegt cggeccgete tetgttggec cgcaggetgt tggecegcete tetgttggee
541 cgeagtecgt tggeccgete tecgttggee cgeagtetgt tggceegete tecgttgget
601 cgcagtcegt cggecegetc tetgttggte cgcagtoegt cggeccycte tecgtiggec
15 661 cgcagtetgt cggeecgete tcegttggee cgeagteegt cggecegete teegttgate
721 cgeagtecgt tggeccgcte teegttggee cgcagtcegt tgacgttict ceggtgtett
781 aaggctcgge gtecgettic cggtgtgegt aaagtatatg ccatgaggca tggtgacgag
841 gcaaacctty fcagcaatgt ggcattatcg tacccgtgca agagcaacag cagagctgag
901 tgttcaggtg gecacagceac cacgeteoty tgacactccg tggggtgtat gtgaccttgg
20 961 ctgctgttge caggeggatg aactgegagg gecacageag cgcaagtgcec gettccaace
1021 tigcgacttt cacgccacag 'acgcatagca gegecctgec tgtcgeggeyg catgegggca
1081 agccatctag atgegectct ccacgacatg gecggagged gcagatgaag gcagcgacce
1141 cttttcccog gecacgacge cgegetgagg cgggecccac agegcagaac tgcgagegeg
1201 gtgcgegggde gctgtgacgc acagccggea cgeagegtac cgecacgcaga cagtgeatgg
25 1261 ggaggcegga ggagcaagag cggtggacgg gaacggegeg aageatgegg cacgeceteg
1321 atgtgectgt gtgggctgat gaggegegga tgecggaage gtggcgagag catcecgagt
1381 tgcaccgteg agtcctocag geccgaatgt ggcgagectg cggggageag attatgggat
1441 geggetgete gaagegaccg agggegetga ccggaaggtg geecactice tectegggec
1501 tgtgcggeat cegocctega tegggagece gaatgatgge cgegegggatg aaggegtgee
30 1561 goccaccege gtoteegtgt ggegecgetg ggggcaggty cgctgtggct gigtatgtge
1621 gcetgatgtgc tgacttgttc gtggtggget atgggcacgg tgaggggega cgttgaecct
1681 tgctgacttc cictgetttc ttattattct cagtgecoee gctggattgg getgeategg
1741 cggtetgtat cgegcettgte tetcteattt gacggetgeg cgccetecege cectecccact
1801 cgtgetgtgg gatggaggcea cggecggget ctgtgttgtg tgcaccgegt gcaagaatic
35 1861 agatgaggga ctgccgageg agcagacaaa gcagcagoag caacaggaag gcaggcctga
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1921 geacgtttte ttttctctet tgagactgcg gactacggga atcagagacg tegicagaga
1981 cgcgceatecg cacccgegcy ctatgettce tegttetete teccgeecea ttotgtgege
2041 ctgectgtet gegtotegeg agcgecgttg ceggeggtet cteteeccte ccttcgette

2101 tctettgcaa gegcettectt tttcacagec gaacgttgct getcgeetgg aggecgttce

2161 cectettate atctctgeat ttattittac acgtgctitt getttggett cctgacgatg

2221 ccggecacct caccgcggtg tcagggceca gegeccactc tttgtgggea ggccaagtag
2281 cctgcagect gcccatgagé acggcigtgg actcttggtg ccageggaca ggtgtggget
2341 ggcgetgige cggtgacace aacggtcatg atgacgcttg gaccagcetca ctgcggatea
2401 tgccgacgat tcaacgaatg cgegeateca ceotactgect ttetgectit gotgegetge
2461 ggtggtgetg agegtggtee cggggcctag cetgegetgt acgcagegge attgeggtag
2521 getgagegge gecaggeggt getggecgge cctgetgett ggcatageeg tggegtgcag
2581 cagatgcgga tgggetgtgg ctgegeatge gtgtgtgegt tgacttgtic gtggtgggeg
2641 ggcacgtaaa cggcaaaatg cgotitggeg ttecggegee acgctecgge getgatgcgg
2701 tattcgaata cgcgectgaa gaggtggega ggaaaatggc acgaggcgca gagggaaaaa
2761 acgaaaagtg caaagtgcge aaaccgegea gaaaatgcgg gaaaaacgaa aagtgca

Os pedidos de patente USE70591, WO9506729, EP0716697 e
MXPA03008832 relatam a_seqiiéncia de aminoacidos da proteina A2. A2 é
composta por uma seqﬂénbia de dez aminodcidos, repetida de 40 a 90 vezes,
dependendo do gene da “tamilia A2" que a codifica (Charest & Matlashewski. Mol.
Cell. Biol.: 14, 1994; Zhang et al., Mol. Bioch. Parasitol.:78, 1996), como indicado a

segulir.

MKIRSVRPLVVLLVCVAAVLALSASAEPHKAAVDVGPLSVGPQSVGPLSVGPQ
AVGPLSVGPQSVGPLSVGPQAVGPLSVGPQSVGPLSVGPLSVGPQSVGPLSVGSQS
VGPLSVGPQSVGPLSVGPQAVGPLSVGPQSVGPLSVGPQAVGPLSVGPQSVGPLSY
GPQSVGPLSVGSQSVGPLSVGPQSVGPLSVGPQSVGPLSVGPQSVGPLESVGPQSY
GPLSVGPQSVDVSPVS.

O pedido de patente US5780591, além de descrever a proteina nativa A2, ou
seja, como ela é encontrada no parasita, reinvidica a sua possivel utilizagéo como
antigeno vacinal ou de diagnostico. O pedido de patente US5733778 descreve a
seqiiéncia de DNA do gene A2 e sua expresséo em bactérias. O pedido de patente
US6133017 relata a obtengdo de parasitas atenuados (Leishmania donovani) pela
delecdio do gene A2, bem como a sua utilizagdo como vacinas atenuadas. Ja as
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patentes WO9506729, EP0716697 ou MXPAQ3008832 sao relacionadas entre si
reinvindicam a utilizagdo do antigeno A2 sob a forma de proteina recombinante, DNA
ou parasitas atenuados como vacina. No Brasil, foi registrado no INPI o pedido de
patente P10208532 (PCT numero CA0200437), sob o titulo genérico de “vacina contra
leishmania” e que relata a invengdo de uma vacina de DNA cujo componente
antigénico é o antigeno A2, assim como dos processos para administrar esta vacina
de DNA, a qual induz resposta imune no hospedeiro em que € administrada, contra a
infecga@o por Leishmania.

As evidéncias experimentais q ue subsidiaram o s pedidos de protegdo das
vacinas acima, no entanto, consistem, essencialmente, em dois estudos de vacinagio
(Ghosh et al. Vaccine: 19, 2001; Ghosh et al., Vaccine: 20, 2002}, em que modelos
experimentais (camundongos) foram avaliados, empregando o antigeno A2, sob a
proteina recombinante associada ao Corynebacterium parvum, como adjuvante, ou
sob a forma de DNA com o plasmideo pCDNAJ/E6. De acordo com estes estudos,
animais imuniza dos com antigeno A2 e desafiados com L. donovani apresentaram
reduggo significativa da carga parasitaria no figado, e uma produgéo elevada de IFN-y
e de anticorpos igG2a especificos & proteina A2. Apesar da vacinagdo com DNA A2
ter conferido protegdo, esta foi mais significativa quando este foi associado ao
plasmideo pCDNA3/E6. Embora necessaria para a validagdo da eficacia de uma
formulagdo vacinal, a etapa de avaliagéo em modelos experimentais ndo pode ser
considerada conclusiva mesmo que apresente resultados positivos.

O desenvolvimento de uma vacina que seja eficaz em proteger o céo e,
conseqlientemente, diminuir as taxas de transmiss&o para o homem seria de grande
relevancia para o controle da leishmaniose. No Brasil, os Ministérios da Satde e da
Agricultura, conforme portaria que se encontra em consulta puablica
(www.mapa.gov.br), preconizam que esta vacina, uma vez aplicada nos cées, seja
capaz de induzir uma resposta imunolégica eficaz em reduzir o parasitismo tecidual e
a transmissdo do parasita ao inseto vetor, 0 que pode ser evidenciado por meio de
xenodiagnostico, reagéo em ‘cadeia da polimerase (PCR) ou imunohistoquimica.
Adicionalmente, esta vacina deve ser capaz de permitir a distingdo soroldgica dos
cdes vacinados daqueles infectades, empregando métodos laboratoriais de baixo
custo, disponiveis na rede publica e que néo onerem o sistema de salde do Pais.
Portanto, a adogdo de uma vacina como nova medida de controle nao deve interferir
nas medidas de controle vigentes.
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A presente invengdo propde como solugéo para estes aspectos relacionados ao
desenvolvimento de uma vacina aplicavel ao contexto epidemiolagico da leishmaniose,
especiaimente no Brasil, o emprego do antigeno amastigota especifico A2 em
preparagdes vacinais. Por se tratar de um antigeno especffico do estagio amastigota
de vérias espécies de Leishmania, anticorpos gerados nos cées pelo processo de
vacinagio com este antigeno, nao séo reativos nos testes de diagnéstico sorolégico
da infecg8o, uma vez que na rotina laboratorial disponivel na rede publica de saide
brasileira, estes testes utilizam antigenos provenientes da forma promastigota do
parasita, cuja obtengao tem custo mais baixo.

Apbs sucessivas avaliagbes e comprovagdo da eficacia do antigeno A2 em
induzir protegdo contra a infecgdo por L. chagasi e L. amazonensis, principais
espécies de Leishmania que causam LV no Brasil, @ de caracterizar a resposta imune
induzida pela imunizagdo com o antigeno A2 em camundongos, foi desenvolvida a
formulagdo vacinal descrita a seguir, a ser aplicada em cées. Esta formulagio foi
entdio avaliada em cdes quanto 2 capacidade de induzir resposta imune humoral e
celular adequada ao seu ;emprego como vacina contra a LV no contexto
epidemiolégico desta doenga em regides em que o sacrificio de animais soropositivos
& adotado como medida de controle. Atualmente, os testes de diagnéstico adotados na
rede publica de saude, ndo permitem a distingdo sorolégica entre animais infectados e
aqueles que receberam vacinas constituidas de antigenos provenientes de formas
promastigotas do parasita. A formulagao objeto do presente pedido, por ser constituida
de um antigeno proveniente de formas amastigotas do parasita, possibilita tal
distingdo, evitando o sacrificio de animais saudaveis e que, portanto, ndo contrairam a
infecgéo.

A invengdo aqui descrita apresenta, portanto, uma nova formulagéo vacinal
composta p ela p rotelna r ecombinante A2 , as sociada & adj uvantes, a ex emplo de
saponina, néo limitante, e que apresenta comprovada eficacia em induzir protecéo e
resposta imune adequadas, ndo s6 em modelos experimentais, mas também em cées.

A formulagdo se constitui no antigeno A2 de Leishmania, produzido em
Escherichla coli, sob a forma de proteina (ou antigeno) recombinante.

As férmulas qualitativa e quantitativa apresentam:

Proteina recombinante A2-HIS (rA2)........ccvceevrvnivnenees 50 a 200,00 pg/mL
SAPONING. ...cee corirereriiieriaser et s e 0,125 a 0,500 mg/mL
Solugdio salina tamponada ..q.8.0. v 1,00 mL
THIMEIOSO! «.evvecveirieerememiessmrssaas e e s bsnsraas s sess ransesseens 0,0t mL
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Para a produgdo da proteina A2 recombinante, a seqiiéncia codificante deste
antigeno foi clonada no vetor de expressdo de proteinas pET. A cepa BL21 de
Escherichia coli foi transformada e, dessa forma, a proteina A2 foi expressa com
cauda de 6 aminodacidos Histidina que permite a purificagdo da proteina recombinante
por meio de cromatografia de afinidade com niquel. Testes de eletroforese em sistema
de SDS-PAGE, de Western-Blot e o seqlienciamento de DNA confirmaram a
identidade da proteina A2 clonada em E. coli. A express&o da proteina recombinante
A2 (rA2) foi obtida apés a indugdo da cultura de bactérias com 1,0 mM de IPTG
(isopropiI-ﬂ-D—tiogaIactopiranosideo). A proteina rA2 foi purificada por cromatografia de
afinidade em coluna contendo ions Niquel. Apés a purificagéo, a integridade e pureza
da proteina foram avaliadas por meio da técnica de Imuno Blot. O ajuste da
concentragdo da p roteina por mL é realizadocoma u tilizagdo de s olugdo s alina
tamponada, contendo 0,5 mg de saponina e thimerosol.

A principal inovagao desta formulagéo vacinal é a sua capacidade de induzir
em caes resposta imune celular, caracterizada pela indugdo de niveis elevados de
IFN-y. @ humoral, caracterizada pela produc&o de anticorpos especificos contra o
antigeno vagcinal, porém, que néo reagem com o extrato bruto ou sollvel das formas
promastigotas de Leishmania nos testes de ELISA ou na reagdo de
imunofluorescéncia.

Desta forma, cdes vacinados com esta formulagio vacinal permanecem
soronegativos ap6s cada uma das doses de v acina necessdrias ao processo de
imunizagdo sendo, portanto, possivel a diferenciagdo sorolégica entre os animais
apenas vacinados com A2 daqueles infectados, os quais séo soropositivos nos testes
de ELISA, em reagdo com o extrato bruto ou solivel dos parasitas.

Os resultados acima ‘%descritos podem ser demonstrados pelos seguintes

exemplos:

Exemplo 1: niveis de protegdo induzidos contra a infecgéo por L. amazonensis
em camundongos BALB/c imunizados com o antigeno A2

A imunizagéo com o antigeno A2, sob a forma da proteina recombinante A2
(rA2) associada & riL-12, como adjuvante, ou sob a forma do DNA A2, foi eficaz em
conferir protegdo, em camundongos BALB/c, contra a infecgdo desafio com L. (L.)
amazonensis. Na avaliagio dos animais imunizados e desafiados, observou-se uma
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redugsio significativa no tamanho médio das lesdes e na carga parasitaria nas patas
infectadas (Figuras 1 e 2).

A Figura 1 apresenta a avaliagéo do tamanho médio das lesdes nas patas
infectadas de camundongos BALB/c imunizados com a proteina recombinante A2
(rA2), associada ou ndo a riL-12, com riL-12, DNA A2 ou DNA pCDNAS3 e desafiados
com L. amazonensis. Grupos de camundongos BALB/c (n=6, por grupo) foram
imunizados com o DNA A2 no musculo tibial esquerdo, em intervalo de 21 dias.
Grupos controle receberam apenas PBS ou foram imunizados com o plasmideo vazio
(DNA pCDNA3). Camundongos foram também imunizados, subcutaneamente, com a
protelna rA2, em associagéo ou néo a rlL-12 ou somente com riL-12, como controle de
adjuvante. O s camundongos f oram desafiados com 1x10° promastigotas em f ase
estacionaria de crescimento. de L. (L) amazonensis, no coxim plantar direito. A
evolugdo do tamanho das lesdes foi monitorada através das medidas semanais da
espessura da pata infectada e da pata néo infectada. Cada pontc representa a média
acrescida ou subtraida do desvio padrio (em mm), obtida pela diferenga de espessura
entre a pata infectada e a pata néo infectada.

A Figura 2 mostra a Avaliagdo da carga parasitaria nas patas infectadas de
camundongos BALB/c imunizados com a proteina recombinante A2 (rA2), associada
ou ndo a riL-12, com riL-12, DNA A2 ou DNA pCDNA3 e desafiados com L.
amazonensis. Grupos de camundongos BALB/c (n=6, por grupo) foram imunizados
com 2 doses de 100 pg de DNA A2, no musculo tibial esquerdo, em intervalo de 21
dias. Grupos controle receberam apenas PBS ou foram imunizados com o plasmideo
vazio (DNA pCDNA3) (100 pg/dose). Camundongos foram também imunizados,
subcutaneamente, com a proteina rA2, associada ou néo a riL-12 ou com rIL-12, como
controle de adjuvante. 28 dias ‘apés a ultima dose, os camundongos foram desafiados
com 1x10° promastigotas em fase estaciondria de crescimento de L. (L.) amazonensis,
no coxim plantar direito. Cerca de oito semanas apos a infecgdo desafio, a carga
parasitaria no s ani mais { n=4, p or grupo) foi d eterminada p ela t écnica de dil uigéo
limitante, conforme descrito na Seg&o de Material e Metodos. Cada barra representa a
média acrescida ou subtraida do desvio padréo, referentes ao logaritmo do ndmero de
parasitas obtidos por miligrama de tecido. Diferencas entre as médias foram
verificadas pelo teste ¢ de Student, sendo consideradas significativas quando p inferior
a 0,05.
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Exemplo 2: resposta Imune celular ¢ humoral em camundongos BALB/c
imunizados com o antigeno A2 e desafiados com L. amazonensis

Animais imunizados com DNA A2 ou com rA2/rlL-12 e desafiados com L. (L.)
amazonensis apresentaram uma produgéo significativa de IFN-y, ap6s o estimulo in
vitro dos esplendcitos com a proteina rA2 ou com o extrato total de promastigotas
(SLA) de L. (L.) amazonensis (Figura 3). Adicionalmente, baixos niveis de IL-4 e IL-10
foram observados nestes grupos, em comparagéo aos grupos controle, apés o
estimulo das células com a proteina rA2 ou com 0 SLA de L. (L.) amazonensis (Figura
4 e Figura 5).

A Figura 3 é um gréﬁ06 que representa a produgdo de IFN-y por esplendcitos
de camundongos BALB/c imunizados com a proteina recombinante A2 (rA2),
associada ou nao a riL-12, com riL-12, DNA A2 ou DNA pCDNA3 e desafiados com L.
amazonensis. Células do bago de camundongos BALB/c foram coletadas antes da
infecgio desafio ou cerca de 8 a 9 semanas ap6s o desafic com imunizados com L.
(L.} amazonensis. As células foram cultivadas {1 x 10%mL) em 1 mL de meio DMEM
completo e estimuladas com a proteina rA2 (10 pgimL) e com o SLA de L. (L)
amazonensis (50 ug/mL). Como controles, foram avaliadas as células nédo estimuladas
ou estimuladas com concanavalina A (5 pg/mL), para avaliar a viabilidade celular. Os
cultivos foram incubados por 48 horas em estufa a 37°C, com presenca de 5% de CO..
Apés, o sobrenadante foi coletado e a produgédo de IFN-yfoi determinada por ELISA
de captura. No eixo das abscissas, encontra-se indicado o estimulo utilizado no cultivo
celular, além do m omento erhque as células f oram coletadas: antes ou apés a
infecgdo desafio. No eixo das ordenadas, a concentragdo, em pg/mL, de IFN-y. Cada
barra representa a média da produgéo de IFN-y acrescido ou subtraido do desvio
padréo de cada grupo.

Na Figura 4 estd representada a produgéic de IL-4 por esplenécitos de
camundongos BALB/c imunizados com a proteina recombinante A2 (rA2), associada
ou ndo & rliL-12, com riL-12, DNA A2 ou DNA pCDNA3 e desafiados com L.
arnazonensis. Células do bago de camundongos BALB/c foram coletadas antes da
infecgdo desafio ou cerca de 8 a 9 semanas ap6s o desafio com imunizades com L.
(L.) amazonensis. As céluias foram cultivadas (1 x 10%mL) em 1 mL de meio DMEM
completo e estimuladas com a proteina rA2 (10 pg/mL) e com o SLA de L. (L.)

amazonensis (50 pg/mL). Como controles, foram avaliadas as células néo estimuladas

i setimiladas rnm Arnranavaline A 1B vmirmal A rare auvaliar a viahilidada falolar Ne
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cultivos foram incubados por 48 horas em estufa a 37°C, com presenca de 5% de CO..
Apos, o sobrenadante foi coletado e a produgéo de IL-4 foi determinada por ELISA de
captura. No eixo das abscissas, encontra-se indicado o estimulo utilizado no cultivo
celular, além do m omento em que as células f oram coletadas: antes ou apés a
infecgéo desafio. No eixo das ordenadas, a concentragdo, em pg/mL, de [L-4. Cada
barra representa a média da produg8o de IL-4 e 0 desvio padrio de cada grupo.

Na F igura 5 enc ontra-se o g rafico dem onstrativo da p rodugdo del L-10 p or
esplendcitos de camundongos BALB/c imunizados com a proteina recombinante A2
(rA2), associada ou ndo & riL-12, com riL-12, DNA A2 ou DNA pCDNA3 e desafiados
com L. amazonensis. Células do bago de camundongos BALB/c foram coletadas antes
da infecgdo desafio ou cerca de 8 a @ semanas apos o desafio com imunizados com L.
amazonensis. As células foram cultivadas (1 x 10%/mL) em 1 mL de meio DMEM
compléto e estimuladas com a proteina rA2 (10 pg/mL) e com o SLA de L.
amazonensis (50 pg/mL). Como controles, foram avaliadas as células ndo estimuladas
ou estimuladas com concanavalina A (5 pg/mL), para avaliar a viabilidade celular. Os
cultivos foram incubados por 48 horas em estufa a 37°C, com presenga de 5% de CO,.
Apbs, o sobrenadante foi coletado e a produgéic de IL-10 foi determinada por ELISA de
captura. No eixo das abscissas, encontra-se indicado o estimulo utilizado no cultivo
celular, além do m omento em que as células f oram coletadas: antes ou apés a
infecgdo desafio. No eixo das ordenadas, a concentragdo, em pg/mL, de 1L-10. Cada
barra representa a média da produgéo de IL-10 acrescido ou subtraido do desvio
padréo de cada grupo.

Na avaliag8io da resposta imune humoral (Figura 6), amostras de soro coletadas
dos animais imunizados com rA2/riL-12 ou com DNA A2 e desafiados com L.
amazonensis mostraram uma produgdo elevada de anticorpos IgG2a especificos a
proteina rA2 (anti-rA2) e uma baixa produgéo de anticorpos especificos ao parasita
(anti-SLA), contrariamente ao observado nos grupos controle (COELHO et al. Infect.
Immun.: 71, 2003; COELHO. TESE, Doutorado em Imunologia. Belo Horizonte:
instituto de Ciéncias Biologicas da UFMG, 2004)

A Figura 6 mostra a produgéo de IgG total em amostras de soro de camundongos
BALB/c imunizados com a proteina recombinante A2 (rA2), associada ou nao arll-12,
com riL-12, DNA A2 ou DNA pCDNAS3 e desafiados com L. amazonensis. Amostras de
soro de camundongos BALB/c foram coletadas antes ou 8 a 9 semanas apos a
infecgdo desafio com L. amazonensis. As placas foram sensibilizadas com a proteina
rA2 (250 ng/well) ou com o SLA de L. amazonensis. A produgio de IgG total foi
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determinada por ELISA direta. No eixo das abscissas encontra-se a indicagéo da
classe IgG total especifica & proteina rA2 ou ao SLA de L. amazonensis, além do
momento em que as amostras foram coletadas: antes ou ap6s a infecgéo desafio. No
sixo das ordenadas, a absorbéncia em comprimento de onda de 492 nm. Cada barra
representa a média da produgéo de 1gG total adicionado ou subtraido o desvio padrao
de cada grupo. '

Na avaliaggio da produgéo das sub-classes IgG1 e lgG2a especificos a proteina
rA2 ou a antigenos do parasita (SLA), observa-se (Figura 7}, que amostraé de soro
coletadas dos animais imunizados com rA2/rlL-12 ou com DNA A2 e desafiados com L
amazonensis mostraram um predominio na produgéo de anticorpos lgG2a especificos
a proteina rA2 (anti-rA2), em relagéo aos niveis obtidos de anticorpes 1gG1 anti-rA2.
Animais imunizados com A2 permaneceram, no entanto, soronegativos em testes
utilizando-se antigenos de formas promastigotas de Leishmania (SLA) (Coelho et al.,
2003; Coelho, 2004).

A Figura 7 descreve a produgédo de IgG1 e lgG2a em amostras de soro de
camundongos BALB/c imunizados com a proteina recombinante A2 (rA2), associada
ou ndo a riL-12, com riL-12, DNA A2 ou DNA pCDNA3 e desafiados com L.
amazonensis. Amostras de soro de camundongos BALB/c foram coletadas antes ou 8
a O semanas apds a infecgdo desafioc com L. amazonensis. As placas foram
sensibilizadas com a proteina TA2 (250 ng/well) ou com o SLA de L. amazonensis. A
produgdo de IgG1 e IgG2a foi determinada por ELISA indireta. No eixo das abscissas
ancontra-se a indicagdo das subclasses igG1 ou IgG2a, especfficas a proteina rA2 ou
ao SLA de' L. amazonensis, além do momento em que as amostras foram coletadas:
antes ou apés a infecgdo desafio. No eixo das ordenadas, a absorbancia em
comprimento de onda de 492 nm. Cada barra representa a média da produgéo de IgG1
ou lgG2a e o desvio padréo de cada grupo.

Exemplo 3: niveis de prote¢io induzidos contra a infecgdo por L. chagasi em
camundongos BALB/c imunizados com o antigeno A2

O antigeno A2, quando administrado sob a forma de DNA A2, mostrou-se
também eficaz em conferir protegdo em camundongos BALB/c, contra a infecgéo
desafio com L. chagasi, o principal agente etiolégico da Leishmaniose Visceral nos
paises da América do Sul. Os animais imunizados e desafiados apresentaram uma
redugdo expressiva na carga parasitaria no figado (Figura 8) e no bago (Figura 9),
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Figura 8: Avaliagio da carga parasitéria no figado de camundongos BALB/c
imunizados com o DNA A2 e desafiados com L. chagasi. Grupos de camundongos
BALB/c (n=6, por grupo), apos os protocolos de imunizagéo, foram desafiados com
1x107 promastigotas em f ase estaciondria de crescimento de L. chagasi, por via
endovenosa, conforme descrito na Segéo de Material € Métodos. 35 dias apds o
desafio, os animais (n=4, por grupo) foram sacrificados e o figado foi recuperado, para
a determinagéo da carga paraéitéria. As barras representam a média do log do nimero
de parasitas por 6rgéo acrescido ou subtraido do desvio padréo de cada grupo. A
média do log do ndmero total de parasitas por érgdo foi comparada através do teste ¢
de Student. Diferencas estatisticas foram consideradas significativas quando p é
menor do que 0,05. Houve redugdo significativa na carga parasitéria hepatica dos
animais do grupo DNA A2 em relag&o aos grupos PBS (p é menor do que 0,0005) e
DNA pCl (p é menor do que 0,005).

A Figura 9 é o resultado da avaliagéo da carga parasitéria no bago de
camundongos BALB/c imunizados com o DNA A2 e desafiados com L. chagasi.
Grupos de camundongos BALB/c (n=6, por grupo), apds os protocolos de imunizagéo,
foram desafiados com 1x10” promastigotas em fase estaciondria de crescimento de L.
chagasi, por via endovenosa, 35 dias apds o desafio, os animais (n=4, por grupo)
foram sacrificados e o bago foi recuperado, para a determinagéo da carga parasitaria.
As barras representam a média do log do numero de parasitas por 6rgao acrescido ou
subtraido do desvio padrio de cada grupo. A média do log do namero total de
parasitas por o6rgdo foi comparada através do teste t de Student. Diferengas
estatisticas foram consideradas significativas quando p é menor do que 0,05. Houve
redugéio significativa na carga parasitaria esplénica nos animais do grupo DNA A2, em
relagio aos animais dos grupos PBS e DNA pCl (p é menor do que 0.005 e p & menor
do que 0,05, respectivamente).

Exemplo 4: resposta imune celular em camundongos BALB/c imunizados com o
antigeno A2 e desafiados com L. amazonensis

Camundongos BALB/c imunizados com o antigeno A2, sob a forma de DNA, e
desafiados com L. chagasi produziram niveis significativamente maiores de | FN-y
(Figura 10) e menores de IL-10 (Figura 11), apés o estimulo dos esplendcitos com a
proteina rA2 ou com o extrato total de proteinas (LcPA) de L. chagasi, em relagdo aos

animais dos grupos controle.
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Figura 10: gréfico da produqéo de IFN-y por esplenécitos de camundongos
BALB/c imunizados com DNA A2 antes e ap6és desafio com L. chagasi. Células
esplénicas de camundongos BALB/c imunizados foram coletadas 4 semanas ap6s a
imunizagao ou cerca de 9 semanas apbs a infecgéo desafio com L. chagasi. As células
(2x10° células por mL}) foram cuitivadas em DMEM completo e estimuladas com as
proteinas recombinantes rNH, rA2 ou rLACK (concentragdes de 10 pg/mL) ou com o
extrato de proteinas de L. chagasi (50 pg/mL.). Os sobrenadantes foram coletados 48
horas ap6s o cultivo e a estimulagéo das células. A produgdo de IFN-y foi determinada
por ELISA de captura. No eixo das abscissas, estdo indicados os estimulos utilizados
no cultivo celular e no eixo das ordenadas a concentragéo de IFN-y (pg/mL). Cada
barra representa a média acrescida ou subtraida do erro padrdo da produgédo de IFN-y
de cada grupo. A produgdo de IFN-y basal corresponde a 428,0 acrescido ou subtraido
de 66,45 pg/mL. (*) indica diferenga significativa em refagéo aos grupos PBS e DNA
controle, avaliados pelo teste  de Student, considerados significativos os valores em
que p é menor do que 0,05.

A figura 11 demonstra Produgdo de IL-10 por esplendcitos de camundongos
BALB/¢ imunizados com plasrhideos de DNA NH, DNA A2, DNA LACK ou de suas
associagdes, antes e apos o desafio com L. chagasi. Grupos de camundongos BALB/c
(n=6, por grupo), apds os protocolos de imunizagao, foram desafiados com 1x107
promastigotas em fase estacionaria de crescimento de L. chagasi, por via endovenosa,
conforme descrito na Secéo de Material e Métodos. 28 dias ap6s a imunizag¢do ou 35
dias apos a infecgdo desafio, as células esplénicas foram cultivadas em meio DMEM
completo e estimuladas com as proteinas recombinantes rNH, rA2 ou rLACK (10
pg/mL) ou com o extrato soldvel de L. chagasi (LcPA, 50 pg/mL). Os sobrenadantes
foram coletados 48 horas ap6s o cultivo e a produgéo de IL-10 foi determinada por
ELISA de captura. No eixo das abscissas, estdo indicados os estimulos utilizades no
cultivo celular e, no eixo das ordenadas, a concentragéo de IL-10 (pg/mL). Cada barra
representa a média da produgéo de IL-10 adicionado ou subtraido o erro padréio de
cada grupo. A produgdo de IL-10 basal corresponde a 653,5 acrescide ou subtraido de
59,6 pg/mL. (*) indica diferenga significativa em relagéo ao grupo PBS e (**) indica
diferenga significativa em relago aos grupos PBS e DNA pCl. Analise estatistica pelo
teste f de Student, sendo as diferengas consideradas significativas quando p € menor
do que 0,05.
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Exemplo 5: resposta Imune .celular e humoral induzida pela imunizagdo com o

antigeno A2 em cées da raca Beagle

Cses da raga Beagle foram distribuidos em grupos e imunizados com trés
doses da formulagdo vacinal antigeno A2/saponina, em intervalos de 21 dias, pela via
subcutanea, conforme protocolo de imunizagédo descrito a seguir. Como controles,
grupos de animais foram imunizados com adjuvante (saponina) ou receberam apenas

com PBS.

GRUPOS ESQUEMA DE IMUNIZACAO
GRUPO 1 (n=17) Antigeno A2/saponina
GRUPO 2 (n=7) Saponina
GRUPO 3 (controle) (n=7) Tampéo salina fosfato (PBS)

Apos cada dose administrada, foi avaliada a reposta humoral através da
determinagéo pelo método de ELISA dos niveis de anticorpos IgG total, e dos isotipos
IgG1 e 1gG2, que se constituem em marcadores indiretos da indugdo de resposta
celular do tipo Th2 e Th1, respectivamente. Foram avaliados os niveis de anticorpos,
produzidos contra o antigeno vacinal e contra o extrato total de antigenos de formas
promastigotas totais (método de diagnéstico classico da LV).

Como pode ser observado nas Figuras 12 e 13, animais vacinados com a
formulagdo vacinal apresentam reagéo soroldgica contra o antigeno vacinal, mas
permanecem soronegativos na reab,:éo com extrato total de parasitas, sendo possivel,
portanto, a_diferenciagéo soroldgica entre os animais apenas vacinados com ‘A2
daqueles infectados, 08 quais sédo soropositivos nos testes de ELISA, em reagdo com
o extrato bruto ou sollive! dos parasitas.

Desta forma, a princip'a'l inovagéo desta formulagdo vacinal é a sua capacidade
de induzir resposta imune humoral em cées caracterizada pela produgéo de anticorpos
especificos contra o antigenc vacinal, porém, que néo reagem com o extrato bruto ou
soliivel das formas promastigotas dé Leishmania nos testes de ELISA ou na reagao de
imunofluorescéncia. (dados ndo apresentados).

A figura 12 apresenta um gréfico com os niveis de anticorpos IgG total, IgG1 e
IgG2 em amostras de soro de cées antes e ap6s cada dose das imunizagdes e apés
a infecgdo desafio com L. chagasi. As placas de ELISA foram sensibilizadas com a

proteina recombinante A2 (250 ng) ou com LcPA de L. chagasi (1pg/well). A
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produgdo de IgG total fol determinada por ELISA direta e a de igG1 e IgG2 por ELISA
indireta. O eixo das ordenadas representa a absorbancia, em comprimento de onda
de 492nm. No eixo das abscissas, cada barra indica a média da produgédo de 1gG
total e das subclasses 19G1 e 1gG2 acrescido ou subtraido do desvio padrdo de cada
grupo.

A parte da invengao aqui descrita refere-se & produgéo de IFNO em resposta ao
antigeno vacinal. A resposta imune celular foi avaliada por meio da dosagem de IFN-y,
por ELISA de captura, ap6s a coleta € 0 cultivo de células mononucleares do sangue
periférico (PBMC) in vitro e seu estimulo com a proteina recombinante A2-HIS ou com
o extrato solivel de L. chagasi (LcPA). As células também foram estimuladas com
concanavalina A (ConA), como controle da viabilidade celular. Adicionalmente, foi feito
um controle basal, no qual as células néo foram estimuladas.

Conforme observado na figura 13, os animais imunizados com a formulagao
vacinal antigeno A2/saponina,':produziram niveis significativamente maiores de IFN-y,
em cultivos de células estimuladas com a proteina recombinante A2, em relagdo aos
grupos “Controle” (p = 0,003926799) e “Adjuvante” (p=0,018896129), sob o mesmo
estimulo. Comparando a produggo de IFN-y entre os grupos de cdes avaliados nos
cultivos de células sem estimulo, estimuladas com LcPA e com ConA néo foram
encontradas diferengas estatisticas significativas. Adicionalmente, a produgéo de IFN-
v, foi significativamente maior nas células estimuladas com a proteina A2-HIS, quando
comparadas aquelas sem estimulo (p = 0,001374901), estimuladas com ConA
(p=0,00199055) ou com LcPa (p = 0,015277637), avaliando-se o grupo imunizado com
a formulagédo vacinal antigeno A2/saponina. Diferengas estatisticas significativas néo
foram encontradas dentro dos grupos “Adjuvante’ e “Controle” sob os diferentes
estimulos (Figura 13). :

Os animais do grupo “Wacinado” apresentaram uma  produgéo
significativamente maior de 19G2, especifico A rA2, quando comparado a IgG1, antes e
apés a infecglo desafio com L. chagasi (p=0,0000000004 e p=0,0000000615,
respectivamente). Isto também foi observado no grupo “Controle”, apés a infecgéo
desafio (p=0,0341668528). Caes do grupo “Vacinado”, antes e apds a infeccdo
desafio, apresentaram a raz&o lgG1/igG2 menor que 1, que ¢ um indicativo de
resposta Ty1 (0,12224007 e 0,1085985, respectivamente) (Tabela 1). J& os cées do
grupo “Adjuvante” e “Controle”, produziram quantidades muito baixas desses
anticorpos (Figura 12) e as razbes 1gG1/1gG2, antes e apés a infecgdo desafio, séo
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2,1096344 e 0,52443, no grupo “Adjuvante” e séo 0,9171905 e 0,4106352, no grupo
“Controle” (Tabela 1).

Antigeno Sensibilizador

Proteina A2-HIS

Grupos avaliados Antes do desafio Apbs o desafio
Vacinado ‘ 0,122241 0,108599
Adjuvante 2,109744 0,52443

Controle 0,917787 0,410635

Tabela 1: Razéo entre as sub-classes IgG1:19G2 em amostras de soros de cies
imunizados com a proteina rA2 (Vacinado) e nos grupos Adjuvante e Controle
(PBS), antes e apds a infecgdo desafio ( periodo referente a 1més) com L.
chagasi. As placas foram sensibilizadas com a proteina recombinante A2-HIS
(250ng) ou com o LcPA de L chagasi (1pgiwell). A produgéo das subclasses IgG1
e IgG2 foi determinada por ELISA indireta.

Estes resultados indicam que a formulagéo vacinal induz o desenvolvimento de
uma resposta Tut, que se correlaciona com perfil observado em cées assintomaticos
ou resistentes a infecgéio (Pinelli et af., 1994; Quinnell ef al., 2001; Santos-Gomes et
al., 2002).

A Figura 13 traz um g'réfico representando a produgéio de IFN-y por células
mononuéleadas do sangue periférico (PBMC) de cdes da raga Beagle imunizados com
formulagéo vacinal antigeno A2/saponina, antes da infecg@o desafio por L. chagasi. As
células foram cultivadas (1 X 10%/mL) em 1mL de meio DEMEM completo e
estimuladas com a proteina recombinante A2 (10 pg/mL) e com o LcPA de L. chagasi,
na concentragdo de 50 pg/mL. Como controles, foram avaliadas as células nZo
estimuladas (Meio). Também foi utilizado como controle a concanavalina A (2,5
pg/mL), um mitégeno, para avaliar a viabilidade celular. Os cultivos foram incubados
em estufa, a 37°C com 5% de gds carbdnico. Apds 48 horas, o sobrenadante foi
coletado e a produgéio de IFN-y foi determinada por ELISA de captura. No eixo das
ordenadas est4d representado a concentragéo, em pg/iml, de IFN-y. No eixo das
abscissas, estdo os grupos de cdes, sendo que “Vacinado” corresponde ao grupo de
cdes que receberam a formulagao vacinal antigeno A2/saponina, “Adjuvante”

corresnonde a0 arupo aue r ecebeu an enas a diuvante e * Controle" a 0 o runo aue
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recebeu PBS. Cada barra representa a média da produgéo de IFN-y juntamente-com o
desvio padrio de cada grupo. * indica diferenga significativa entre os grupos Vacinado
e Adjuvante (A2-HIS) p= 0,018896129. * indica diferenca significativa entre os grupos
Vacinado e Controle (A2-HIS) p= 0,003926799; teste t de Student (Excel).
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REIVINDICACOES
1. VACINA RECOMBINANTE CONTRA A LEISHMANIOSE VISCERAL
CANINA caracterizada por compreender a proteina recombinante
com sequéncia de aminoacidos definida pela SEQ ID N°1 em
5 concentracédo de 50 a 200,00 mg/ml; saponina 0,125 a 0,500 mg/ml;
solugéo salina tamponada g.s.p 1,00 ml e Thimerosol 0,01 ml.
2. VACINA RECOMBINANTE CONTRA A LEISHMANIOSE VISCERAL
CANINA, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizada por
compreender adjuvantes farmacéutica e farmacologicamente
10 aceitaveis a fim de potencializar o desenvolvimento de uma resposta

imune celular Th1l e humoral.

Peticdo 870170100417, de 21/12/2017, pag. 8/8
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Figura 4
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Figura 7
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Figura 9
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