(11) Namero de Publicagao: PT 1279679 E

inote

R
FRIFTNED

(51) Classificacao Internacional:
CO7K 14/44 (2015.01) GOTN 33/68(2015.01)
A61K 39/08 (2015.01)

(12) FASCICULO DE PATENTE DE INVENCAO

(22) Data de pedido: 2001.04.11 (73) Titular(es):

LABORATORIOS LETI S.L. SOCIEDAD

(30) Prioridade(s): 2000.04.17 ES 200000999 UNIPERSONAL

GRAN VIA CORTS CATALANES 184 7A PLANTA

(43) Data de publicagéo do pedido: 2003.01.29 08038 BARCELONA ES
(45) Data e BPI da concesséo: 2015.07.08 (72) Inventor(es):

251/2015 MANUEL SOTO ALVAREZ ES

CARLOS ALONSO BEDATE ES

JOSE MARIA REQUENA ROLANIA ES

(74) Mandatario:
CATIA CRISTIANA JORGE RIBEIRO )
AVENIDA LUISA TODI N2, 33 - 12 B 2900-460 SETUBAL  PT

(54) Epigrafe: COMPOSICAO CONTENDO LEISHMANIA LIP2A

(57) Resumo: ] ~ )

A COMPOSICAO E UM METODO PARA A ESTIMULAGAO DE UMA RESPOSTA IMUNITARIA
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COMPOSICAO COMPREENDE UMA PROTEINA CHAMADA LIP2A LEISHMANIA FORMADA POR
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POR UMA SEQUENCIA DE NUCLEOTIDOS CAPAZES DE HIBRIDAR COM A SEQUENCIA
DESCRITA EM 1-1 SOB CONDIGOES MODERADAMENTE RIGOROSAS DE HIBRIDAGAO E,
PORTANTO, QUE CODIFICAM PARA UMA PROTEINA SEMELHANTE A LIP2A. O METODO
COMPREENDE A INCUBAGAO DAS REFERIDAS CELULAS COM A REFERIDA PROTEINA LIP2A
NA PRESENGA OU NAO DE UM ANTIGENIO ESPECIFICO DE UMA DOENGCA OU INFECGAO.



Descricéao

Composigéo contendo Leishménia LipZ2a

Esta invencdo refere-se em geral a polipeptideos, proteinas
ou &cidos nucleicos que contem pelo menos uma parte de um
acidico de proteina de ribossdémica chamado de Leishménia
infantil Lip2a ou uma variagdo deste, Uteis para modificar a
resposta imunitdria em pessoas imunizados ou em grupos de
células. A invencéo refere-se especificamente para
composicdes baseadas em compostos de Leishmdnia infantil que
sdo homdélogos aos 4&cidos de ribossomal, 0os qguails séao
referidos para um Lip2a daqui por diante, para respostas
estimulantes imunitdrias e para uso como vacinas ou como

produtos terapéuticos.

As composigdes da invengcdo sdo usadas para promover uma
resposta humoral ou celular no individual gque é inoculado com
as ditas composicdes. Assim, as composicdes da invencdo podem
ser usada para o tratamento ou profilaxia de doengas.
Especificamente, entre outras aplicagdes, as composicdes da
invencdo que usam o LipZ2a proteico podem ser usadas como um
adjuvante ou como uma subunidade numa vacina para a prevencgao

de Leishménia ou tratamento de outras doencas.

Antecedentes da invencgéao

As vacinas podem induzir imunidade ©protetora contra uma
infecdo ou enfermidade mediante a geragdo de uma resposta
imunitdria apropriada num individual ou doente que estd num
sofrimento de tal enfermidade. Atualmente, avancos tém sido

feitos no desenvolvimento de vacina contra agentes infeciosos
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e mesmo contra certas doencas, supondo que, s&o muitas as
técnicas apropriadas para a identificacgdo de antigénios gque
tém o potencial para serem usados como agentes capazes de
induzir respostas especificas para combater a batalha o mais
comum das infegbes e doencas tais como virais, bacteriano e

infecdes de protozo, ou mesmo céncer.

Na maioria dos casos, a resposta imunitdria induzida pelo
imunogénico é débil e consequentemente a resposta imunitéria
gerada, embora dirigido contra o antigénio presente no
patogénico, ndo é suficiente para conferir protecdo. Em tais
casos, ¢é necessadrio usar um agente capaz de atuar como um

adjuvante.

Os adjuvantes sdo substdncias que aumentam a resposta
especifica contra uma substédncia quando eles sdo injetados
Um—- antes que a substédncia B- de acordo com a substidncia ou
Gato o mesmo sitio como que a substdncia ou em diferentes
lugares. Em geral, pode ser dito que os adjuvantes contribuem

para um aumento na resposta imunitdria em diferentes formas:

1- Elas podem ajudar o antigénio a ser libertado lentamente
por/para o sistema imunitdrio; 2- mediante a estimulacdo e
migracdo de antigénio que apresenta células ao sitio de
injecéo; 3- mediante a estimulacdo e proliferacdo de
linfécitos; e 4- para melhorar a dispersdo do antigénio

através de todo o corpo do doente.

Esta invencdo refere-se a uma composicdo para estimular uma
resposta imunitdria em pessoas imunizados individuais ou em
grupos de células, caracterizadas pelo facto de que as ditas

composicdes consistirem numa solucdo salina que compreende
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proteina de Lip2a de Leishménia representada por SEQ ID NO:2
ou um polipéptido o) qual distingue-se apenas por
substituigdes conservadas de aminodcidos de Dbilhete de
sequéncia SEQ ID NO:2 cujos grupos de aminodcido representam
mudancas conservadas sao (1) ala, pro, gly, glu, asp, gin,
asn, ser, thr; (2) cys, ser, tyr, thr; (3) wval, ile, leu,
met, ala, phe; (4) lys, arg, his; e (5) phe, tyr, trp, his,
ou compreende uma codificacdo de 4cido nucleico do Lip2a
Leishmdnia proteica como acima identificado, ou sendo
representado por SEQ ID NO:1. Preferencialmente a referida
composicdo € para uso em vacinas ou como produtos

terapéuticos.

As composigdes da invencgdo sdo usadas para promover uma
resposta humoristica ou celular individual que ¢é inoculada
com as ditas composicdes. Assim, as composicdes da invencao
podem ser usadas para tratamento ou profilaxia de doencas.
Especificamente, entre outras aplicacdes, as composicdes da
invengdo gque usam o LipZ2a proteico podem ser usadas como um
adjuvante ou como uma subunidade numa vacina para a prevencao

de Leishmdnia ou tratamento de outras doencgas.

Antecedentes da invencéo

As vacinas podem induzir imunidade ©protetora contra uma
infegdo ou enfermidade mediante a geragdo de uma resposta
imunitédria apropriada num individual ou doente que esté
sofrendo de tal enfermidade. Atualmente, estdo a ser feitos
avancos no desenvolvimento de vacinas contra agentes
infeciosos e mesmo contra certas doengas, uma vez que existem
muitas técnicas adequadas para a identificacdo de antigénios

que tém o potencial para serem usados como agentes capazes de
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induzir respostas especificas para o combate as mais comuns
infeg¢des e doencas tais como virais, baterias e infecgdes de

protozo, ou também céncer.

Na maioria dos casos, a resposta imunitdria induzida pelo
imunogénico é débil e consequentemente a resposta imunitédria
gerada, embora dirigida contra o antigénio presente no
patégeno, nédo é suficiente para conferir a protecdo. Nestes
casos, ¢é necessario usar um agente capaz de atuar como um

adjuvante.

Os adjuvantes sdo substdncias que aumentam a resposta
especifica contra uma substédncia quando eles sdo injetados A-
antes que substédncia B- ou em relacgdo com a substdncia C- no
mesmo sitio da substéncia ou em lugares diferentes. Em geral,
pode ser dito que os adjuvantes contribuem para um aumento na
resposta imunitdria em formas diferentes: 1- Eles podem
ajudar o antigénio a ser libertado lentamente por/para o
sistema imunitdrio; 2-por meios da estimulacdo e migracdo de
antigénio presente nas células ao sitio da injegdo; 3-
mediante a estimulacdo e proliferacdo de linfécitos; e 4-
para melhorar a dispersdo do antigénio em toda a parte do

corpo do doente.

Azeites, polimeros, sais minerais e bactérias tém sido usados
e sao habitualmente usados como adjuvantes. Imunoestimulantes
sdo substédncias que induzem em geral ou temporal uma resposta
imunitédria gquando administradas com o antigénio ou em
separadamente. Imuncestimulantes sdo tipicos, por exemplo, ©
Freund adjuvante (AC/IF), BCG (umas espécies atenuadas de
Microbactéria de tuberculose) ou uma forma ndo-possivel de

Corynebacterium parvum, entre outros. Os adjuvantes ou oS
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Imunoestimulantes atuam para aumentar a resposta imunitaria

especifica por via nado-especifica.

Uma desvantagem grave com a maioria dos adjuvantes mais
potentes em uso até presente ¢é a sua elevada toxicidade.
Supondo gque o mecanismo de acdo dos adjuvantes podem ser
muito variados e €& um requisito para a resposta imunitéria
contra a proteina associada serem dirigidos contra uma parte
ou outra do sistema imunitdrio, ¢é de importdncia méxima para
identificar compostos que sdo capazes de atuar: A- com
cardcter de adjuvante (aumento na resposta imunitdria ambos
do tipo humoristico no nivel de immunoglobina, e das
citoquinas do tipo celular especifico, preferencialmente CD4+
ou CD8+ ou CTLs). B- que elas tém baixo ou ndo tém
toxicidade. C- que elas sdo formadas de uma substédncia que é
tdo pura quanto possivel, preferencialmente uma proteinas que
embora ndo tendo cardcter imunogénico ndo conduz a problemas
de auto-imunidade e a wuma potencial sombra qgque afete o

imunogénico com o qual é administrado.

A patente ES 2133236 refere-se a um gene qguimérico que
compreende Lip2a. A proteina quimérica resultante ¢é wusada
para a detecdo de leishmanioses. Além disso, a proteina LipZ2a
tem sido explorada como verificador antigénico (Manuel Soto
et al., The Journal of Biological Chemistry, Vol. 268, No.29,
p. 21835-21843, 1993), mas nenhuma atividade imunogénica da

proteina com ou sem um adjuvante é relatado.

A presente 1invencdo descreve pela primeira vez a atividade

imunogénica da proteina do LipZ2a sem o uso de adjuvante.

5/40



Resumo da invencédo

A presente invencdo refere-se a composicdes para estimular
uma resposta imunitdria em pessoas imunizados ou em grupos de
célula, caracterizado pelo facto de que a dita composicgéao
consiste numa solucdo salina que compreende uma proteina de
Lip2a de Leishmdnia representada por: SEQ ID ©No:2 ou
polipéptido que difere apenas por substituigdes conservadas
de aminocdcidos de No:2 de que os grupos de aminodcidos que
representam conservadas mudancas sé&o (1) ala, pro, gly, glu,
asp, gin, asn, ser, thr; (2) cys, ser, tyr, thr; (3) wval,
ile, leu, met, ala, phe; (4) 1lys, arg, his; e (5) phe, tyr,
trp, his, ou compreende uma codificagdo de &acido nucleico do
Lip2a Leishménia proteica como identificado acima, ou sendo
representado por SEQ ID No:l. A presente invencdo também se
refere a capacidade do Lip2a de proteina para induzir uma
resposta imunitéria especifica do Thl tipo quando
administrado a um individual e para estimular o tipo Thl
resposta in vivo e/ou em células mononucleares em individuos

imunizados com a referida proteina.

A presente invencdo também fornece um método para produzir
respostas imunitdrias especificas em amostras de célula
mononuclear mediante a incubacdo de células com a proteina
chamada Lip2a em pessoas nao—-imunizadas com a referida

proteina.

Uma alternativa de acordo com a invengdo é o uso da proteina
Lip2a para produzir wum Thl- a resposta tipo € o uso de
vetores virais ou &cidos nucleicos gque contém o gene Lip2a e
sdo capazes de expressdes diretas da proteina de Lip2a em

individuos ou células transfetadas com a composicdo de &cidos
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nucleicos da sequéncia SEQ ID No 1.

Descricdo da invencgédo

A presente invencdo refere-se em geral a um aumento na
resposta imunitdria que pode ser do tipo humoristico ou
mediado por células num individuo imunizado com Lip2a como
definido na reivindicacdo 1 ou numa cultura celular com a
mesma proteina, ambos em células de individuos imunizados ou

em células mononucleares de individuos saudéveis.

Dentro do contexto da invencdo, ¢ referido que Lip2a como é
definido na reivindicagdo 1 é um composto imunoestimulante
(um imundégeno contra o qgual uma resposta imunitaria é
induzida) e cujas agbes podem ser iniciadas por si sem a
necessidade de adjuvantes. Geralmente, a resposta imunitéria
contra um antigénio pode ser iniciada ou aumentada pela
administracdo a pessoca 1imunizada de uma proteinas ou
adjuvante. Antigénios e agentes imunoestimulantes sao
geralmente moléculas ©proteicas que procedem de virus,
bactéria, parasitas e tumores. Imunoestimulantes sao
moléculas que dédo resposta direta ao sistema imunitdrio numa
diregcdo ou noutra em relacdao a Thl ou Th2-tipo citoquinas ou

mediadas por CD4+ ou CD8+ células.

Neste sentido, e no contexto desta invencédo, a capacidade de
Lip2a para ser usada para tratamento nestas doencas que
requerem um aumento sistemdtico de interferon-y podem também
ser incluidas. Dentro do contexto desta invencéo, é
compreendido também a iniciacdo de ou imunoestimulante contra
um antigénio dum virus, bactéria, agente antigénico infecioso

ou tumoral, mediante a administracgdo do dito antigénio com a
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proteina Lip2a ou seus derivados.

O Lip2a proteico pertence a um grupo de moléculas de peso
molecular pequeno de cardcter acidico que interage com a
ribossoma durante a tradugdo. Isto €& um processo comum para
organismos dos trés reinos: eubactéria, arqueobactérias e
eucariotas. A fungdo de estas proteinas é a de facilitar a
interacdo entre a ribossoma e alguns fatores de traducao
soluvel (Sanchez-Madrid and co-workers, 1979; Mdller and co-
workers, 1983). As proteinas &cidas enlacam com a subunidade
grande dos complexos de formacdo de ribossoma de dois dimeros
mediante a interacdo com outro proteico que comparte certas
caracteristicas com estes dimeros. ©Estas proteinas séo
denominadas ribossomal proteico PO em eucariotas e L10 em
bactéria e arqueobactéria. Em organismos destes dois Ultimos
reinos, os dimeros de proteinas 4&cidas sdo formados pelo
mesmo polipéptido, embora a bactéria de uma das cédépias sofre
modificagcdes pds traducdo de acetilacdo (Terhorst and co-
workers, 1972). Em eucariotas, as proteinas &acidas, chamadas
também P proteinas tais como fosforilada na sua forma ativa
(Woo0l,1979; Hasler and co-workers, 1991) dividir-se em dois
grupos, Pl e P2, dependendo das sequéncias similares e da
presenca de caracteristicas de dominio de cada uma destas.
Assim as eucariotas, o complexo formado pela unido da
ribossoma ¢é composta por dois dimeros que por sua vez é
composto por um polipéptido de cada grupo. Em mais
eucariotas, existe apenas uma cdpia dos genes codificadores
das proteinas &cidas de cada grupo, embora In Saccharomyces
cerevisiae (Newton and co-workers, 1990) and
Schizosaccharomyces pombe (Beltrame e Bianchi, 1990), duas
proteinas acidicas diferentes tém sido descritas dentro de

cada grupo, cada um destes é codificado por genes diferentes.
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A proteina Lip2a de Leishmdnia infantum é composta de 106
aminoacidos com um peso molecular de 10,57 kDa (ver SEQ 1ID
No.2). A andlise da sequéncia de aminodcido deduzido da
sequéncia de cDNA L22 indica que a proteina Lip2a possui
caracteristicas comuns iguais aos do acidico ribossomal de
proteinas do grupo P2 de eucariotas, tais como as sequéncias
altamente conservadas, uma &rea central rico em pralinas e
alaninas, e um amino-términus com uma sequéncia mais varidvel

(Soto and co-workers, 1993).

As composicdes de acordo com esta invencdo compreendem um
polipéptido que estimula uma resposta humoristica forte em
animais imunizados com o que, mesmo com auséncia de
adjuvantes e um tipo—-Thl a resposta imunitéaria em
esplenéticos de pessoas que tenham ou ndo sido imunizadas com
Lip2a. Este polipéptido induzido pode compreender todos ou
parte da proteina completa de Leishm@nia infantum chamado
Lip2a ou um total ou homdélogos parciais de proteina de
ribossomal de outro organismo que tem atividade estimuladora

similar.

Os polipeptideos de acordo com a presente invencdo incluem
variantes de Lip2a como definido na reivindicagdo 1 capazes
de produzir um Thl que responde em pessocas imunizadas ou em
células mononucleares criadas em cultivo dada a similitude
entre as proteinas deste grupo. Tais variantes incluem formas
estruturais diferentes da proteina nativa ambas em forma de
um sal e em forma 4acida ou induzidas por modificacgdo de
aminodcidos, por exemplo, através de glicosilacgéo. Os
polipeptideos LipZ2a expressados em E.Coli ndo sdo glicosideos
enquanto os mesmos produzidos em fermento ou em células de

mamifero sdo idénticos para estos produzidos em E.Coli, mas
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eles podem diferir estruturalmente e na sua capacidade
imunoldégica gque tem devido a glicosilacdo. Os lugares de
glicosilacdao s&o Asn—-N-Pro (oS er). N pode ser qualqguer

aminodcido exceto Pro.

Os polipeptideos de acordo com esta divulgacdo compreendem
sequéncias de aminocdcidos que ndo diferem substancialmente de
Lip2a, em que €& compreendido por tais modificagdes de
conceito de aminodcidos que sdo codificados para por
sequéncias de ADN capazes de formar hibridos com as
sequéncias de ADN do gene nativo de Lip2a em condigdes néao
muito rigorosas. Nestas variagdes a sequéncia de aminodcidos
ndo diferem de Lip2a, podem ser mostrados facilmente pela sua
capacidade para estimular esplendcitos de una forma similar
ou como faz o nativo Lip2a. Em geral, estas sequéncias, dque
substancialmente ndo diferem do nativo Lip2a, sdo formadas a
partir de substituigdes de aminoacidos conservadas ou
formadas por pequenas substitui¢des de modificacdes, se
mutagénese singular for alcancada. Em geral, os grupos de
aminodcido que representam as mudangas conservadas sao (1)
ala, pro, gly, glu, asp, gln, asn, ser, thr; (2) cys, ser,
tyr, thr, (3) wval, ile, 1leu, met, ala, phe; (4) lys, arg,
his; e (5) phe, tyr, trp, his. Dentro do &ambito desta
divulgacdo sédo incluidas variantes de polipéptido de UpZ2a
geradas por wunido covalente ou através da construcdo de
proteinas de fusdo com outros grupos gquimicos ou bioldgicos
tais como proteinas usando procedimentos quimicos ou
biolégicos entre os quais estdo incluidos os métodos de ADN
recombinante, por exemplo, para uma melhor e mais féacil
purificacgdo, estabilidade superior, ou formacgdo de complexos
que contem diferentes, totais ou parciais, de Lip2Z2a de

proteinas.
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A proteina Lip2a pode ser expressada em E.Coli ou outras
células eucaridéticas ou procaridticas depois da transformacédo
destas células com a sequéncia gendmica do gene de Lip2a ou
um de um clone total ou parcial de ADNc de LipZ2a. A sequéncia
de nucledétidos de ADN dos genes de Lip2a de aminodcidos da
codificada proteina é mostrada no anexo a SEQ ID No 1 e No 2.
O Lip2a do gene pode ser isolado do ADN de Leishménia
infantum ou outras espécies de Leishménia ou outro organismo
mediante identificagdo de clones de ADNc de uma biblioteca de
expressdo genética que expressa proteinas do organismo
mediante soros animais reativos altamente infetado com
Leishménia infantum ou por técnicas de PCR usando

oligonucleotidos especificos.

Para a obtencdo do gene de Lip2a, um ADNc da biblioteca de
expressdo genética de Leishménia infantum foi encontrada com
soro de cao infetado naturalmente com Leishmédnia. A andlise
da sequéncia de trés destes clones isolados indicavam a
existéncia de homologia na sequéncia com genes de codificacéao
para o tipo acidico P2 de proteinas de ribossomal. Enqgquanto
0s genes mostrou uma total relojoaria da sequéncia na zona de
codificagao, sem traduzir 3'regides eram completamente
divergentes. Sdo pelo menos dois Lip2a genes no genoma de
Leishménia infantum. Estes genes podem ser encontrados e
agrupados nos genes do cromossoma XIX. Variantes do Lip2a
proteico podem ser isolados para pesquisa em Dbancos de
expressdo genética, outra de ADNc, ou outra espécie de

Leishménia.

A proteina Lip2a pode ser purificada a partir da cultura de
células Dbacterianas gque sSe expressam o gene de Lip2a. A

proteina pode ser purificado a partir dos extratos ou dos
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sobrenadantes dependendo do vetor de expressao usado ambos
como uma proteina de por sim ou como uma proteina de fusédo ou
com outra proteina. Os métodos variam embora a cromatografia
de afinidade, c¢rie anticorpos especificos contra Lip2a ou
particulas de resinas adaptadas a proteina sintetizada, pela
presenca de um certo objetivo que permite a sua unido a
resina, € este o método preferido. Especificamente, o gene de
Lip2a tenha sido subclonado numa variante dos vetores de
expressdo pMAL e dos vetores de expressdo pQRE31 e o
sintetizado Up2a da proteina tenha sido purificado no limite
do feixe MBP da proteina em colunas de maltose, ou no limite
de uma cadeia de aminodcido de histidina com o objetivo de
identificacdo da sua produgdo e purificagdo em colunas de NT
Ni. De forma semelhante, anticorpos policlonados monoclonais
ou especificos de mono podem ser usados para a sua
purificacdo. Polipeptideos parciais que formam a proteina
Lip2a e que formam parte desta invengdo podem ser
sintetizados a partir da construcdo de clones parciais de
Lip2a, conhecido por todos estes bem versados nas técnicas da

biologia molecular.

Um método alternativo para a apresentacdo de Lip2a proteico
como definido na reivindicagdo 1 para individuos serem
imunizados ou para células de cultivo é a administracdo da
proteina em forma de &cidos nucleicos cujo cddigo para Lip2a
ou uma parte da proteina em forma de plasmideos, virus,
incluido nas lipossomas ou tém feixe para polimeros, ou outra
via de introducdo da proteina em células alvo. Os vetores
mais usados para a administracdo do gene como um imundgeno em
forma de ADN sdo os chamados pcDNA3 e pRc/CMV debaixo do
controlo de promotores especificos principalmente do tipo

eucaridético. E extensivamente documentado na literatura que
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este tipo de imunizacdo induz preferencialmente numa resposta

do tipo Thl.

A proteina Lip2a como definida na reivindicacdo 1 pode ser
administrada conjuntamente com o antigénio ou separadamente,
ao mesmo tempo ou em diferentes vezes (por exemplo, dia ou de
dois em dois dias antes da administracdo do antigénio
apropriado), no mesmo lugar ou em lugares diferentes do
animal. Neste sentido, Lip2a como definido na reivindicacgédo 1
poderia ser usado para induzir como resposta humoristica ou
como um adjuvante em preparacdes de vacina com antigénios

heterdélogos para agqueles de Leishménia.

Supondo que a resposta ao Lip2a proteico pode variar de
individuo para individuo dependendo se o individuo é infetado
com Leishménia ou ndo e se consequentemente tenha sido
exposto ao Lip2a proteico ou a administracgdo do proteico pode
ter um efeito imunoldgico diferente. Em termos gerais, a
Lip2a proteina ou os polipeptideos derivados como definido na
reivindicacéao 1 sédo administrados em formulacdes
farmacoldédgicas como uma Unica substlncia numa solucdo salina
ou em combinagdo com excipientes fisioldgicos apropriados,
incluindo lipossomas catidnicos e anidnicos ou outros agentes
tais como BCG, peruses Bordatella, ou 3'purina de ADN de
oligonucleotidos - 5'pirimidina. Os excipientes deveriam ser
substéncias ndo-tdéxicas. A literatura no uso de adjuvantes ou
excipientes ¢é extensiva e o mais apropriado deveriam ser
escolhidos para a rota de administracdo desejada. Por
exemplo, por administracdo oral, um composto sdélido deveria
ser escolhido tais como celulose ou glicose. A imunizagao
pode ser realizada com uma preparacgdo de Lip2a com moléculas

separadas ou feixe e em combinacdo com um ou mais antigénios
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e mesmo citoquinas que podem atuar como Imune estimuladores.
Os itinerdrios e a frequéncia de administracdo podem variar
extensivamente. Os itinerédrios mais usados sdo
intramusculares ou subcutdneos, intranasal ou orais, com uma
frequéncia de 3 doses cada 15 dias. A dose pode também variar
extensamente dependendo do estado do individuo e a dimensao
deste. A dose do Lip2a proteico como definido na
reivindicacdo 1 como com qualgquer outro tem imundgeno, gue
tem de ser ajustado de modo que uma quantidade significativa
de gama de interferon ou outras citoguinas sejam induzidas.
Normalmente, a dose pode variar entre 10 microgramas e 100

microgramas por 100 gramas do héspede.

Outro método alternativo de administracdo de Lip2a e indugédo
de uma resposta imunitdria pode ser a extragdo de células
(preferencialmente células mononucleadas periféricas) de um
individuo, estimuléd-las in vitro com o Lip2a de proteina na
presengca ou nédo de um antigénio (especifica para uma
enfermidade ou infecdo) para posteriormente reintroduzi-las
no doente com o objetivo de interferir no processo
patoldégico. Neste contexto o Lip2a proteico como definido na
reivindicacdo 1 suas variantes de polipéptido pode ser usado
como adjuvante ou imune estimulador de uma resposta. Estas
caracteristicas do Lip2a proteico sugerem que pode ter um
papel para jogar num gerador imune a uma resposta protetora
ou terapéutica em pacientes com doencas dependendo da
presenca de interferon-vy ou parasitas, por exemplo,
leishmanioses. Neste sentido, a presente invengdo descreve
sistemas para aumento ou imunocestimulante da resposta
humoristica ou celular em pessoas ou em células isoladas,
(macréfagos Mondcitos, B células ou células dendriticas) de

individuos que tenham sido imunizados ou n&o com o Lip2a de
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proteina. A capacidade para estimular a produgcdo de gama de
interferon mostra o potencial que a Lip2a tem que ser
extensamente usada em terapia numa margem de banho de
aplicacdes gque requeiram a inducd&o de uma nédo resposta
especifica para esta citoquina (nédo necessariamente

leishmanioses) .

Como serd mostrado nas figuras, que sdo citadas por exemplo
mais tarde, o Lip2a proteina é capaz de induzir uma resposta
humoristica forte em Balb/c ratos imunizados com 5
microgramas da proteina rlLip2a em tampdo salino por rota
intraperitonial e uma programacdo de administragdo de duas
doses com trés semanas de separacdo entre estes (21 dias). Os
dados mostraram que altos titulos de imunoglobulinas G e M
sdo produzidos. Depois da primeira dose, a resposta foi
principalmente do tipo IgM conducente com uma maduragdo em
direcdo a IgG depois de a segunda inoculacao. Foi observado
que o isdétipo de IgG é mais abundante em ratos imunizados com
a proteina rlLipZ2a correspondente a immunoglobina IgG2a embora
a IgGl foi também produzida. Conclui-se que destes dados que
a imunizacdo com o Lip2a antigénio geram uma resposta de

mistura Th1l/Th2, ainda gque Thl predomine.

Supondo que a natureza desta proteina é conservada com outros
a partir de outros organismos, a especificidade da resposta
humoristica foi analisada depois da imunizacéao. O
reconhecimento dos soros de ratos imunizados foi analisado
contra uma reunido de proteinas sintéticas que compreendem
Lip2a. Foi observado que os péptidos A4, A5 e A6 foram
reconhecidos pelos soros. A regido da proteina contida nos
ditos péptidos é especifica para as proteinas &cidas do

tripanosomatides, sem atividade tendo sido detetados contra o
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péptido A7, que contém o terminal de carboxilo conservado da
proteina. Esta especificidade de resposta foi confirmada
quando uma "andlise Western Blot foil efetuada da reatividade
do soro contra as proteinas der &cido de Leishmania, MBP
Lip2a e MBP-Lip2b, humano MBP-P2 e MBP-P2 de T. cruzi. Houve
apenas reconhecimento em direcdo as proteinas acidicas de
parasitas, a reatividade sendo superior contra MBP-Lip2A, e
em um ndo caso eram anticorpos gerados contra proteinas
acidicas de organismos eucaridéticos superiores testados
(conservado com humano P2 wusado no ensaio). Assim, foi
confirmado que a proteina imunogénica ou imunoestimulante nédo
fez induzir problemas de auto-imunidade no héspede. Além
disso, um dos péptidos reconhecidos pelos soros de animais
imunizados coincide com o péptido reconhecido pelos soros dos
caes infetados com leishménias viscerocutaneas. Isto
significa que também em cdes, a regido da proteina é

imunogénica na infec¢do natural com leishménias.

A proteina Lip2a também induz proliferacdo de esplendcitos
obtida a partir de ratos imunizados. Os resultados obtidos
mostram que houve uma relacdo direta entre a concentracao de
antigénio e o nivel de ©proliferacdo celular induzidos.
Surpreendentemente, o0s mesmos resultados foram obtidos quando
a proliferacdo de esplendcitos obtidos de ratos nao-
imunizados foi analisada. Para diretamente implicar a
proteina em proliferacdo, eliminando a possibilidade que a
bactéria contaminada pode provocar o dito fendmeno, a
capacidade inibitéria de um anti-Lip2a anticorpo gerado num
coelho em diluigdes diferentes de proliferacdo celular foi
analisada. Foi observado que enquanto uma diluigdo de soro de
1/100 induzido uma redugdo em proliferagdo ambos para

cultivos com Concanavalin A e para cultivos com o Lip2a de
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antigénio, ainda foi sempre superior no caso de cultivos
induzidos para proliferar com LipZ2a, em diluig¢des mais altas
(1/500 e 1/1000), a inibicdo foi apenas induzida em cultivos
com este antigénio. Este facto mostra gque a inducgéo
proliferativa foi ditada pela proteina Lip2a e ndo por um
contaminante deste. O estudo da cinética de proliferacdo e os
niveis da proteina em ratos imunizados com a proteina Lip2a e
ratos ndo imunizados que a proteina Lip2a é capaz de induzir
a mesma cinética de proliferacdo e alcangar os mesmos niveis
indiferentemente de os animais terem sido imunizados ou néao.
Isto indica que ali deveria estar células que sao capazes de
responder ao Lip2a mesmo em animais ndo-estimulados que
sugerindo que durante a sua vida os animais tenham sido
expostos a proteinas que tenham caracteristicas estruturais
ou uma sequéncia similar ao Lip2a. No geral, pode afirmar-se
que 0s dados obtidos que a proteinas rLip2a tem

caracteristicas mitogénicas e imunogénicas muito potentes.

Para caracterizar o tipo de resposta gerada durante as
proliferacodes, a gama-INF de linfoquinas e IL-4 foram
analisadas que sdo produzidas nos ensaios de proliferacdao,
ambos de esplendcitos de ratos de controlo gque ndo tenham
sido imunizados bem como de ratos imunizados. Os resultados
mostram que a proliferacdo provocada pelo antigénio gerou um
aumento significativo na secrecdo de gama—-INF em esplendcitos
de ratos imunizados. De forma semelhante, um aumento ligeiro
foi detetado nos niveis de IL-4 nos cultivos de esplendcitos
que proliferam na presenca do antigénio em relacdo a estes
que proliferam no meio sem estimulo adicionado. Estes
resultados indicam que a resposta gerada pelo antigénio
provoca uma proliferacdo celular que gera um predominante Thl

modelo de producdo de linfécitos.
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Com o objetivo de determinacdo do potencial protetor do
caracter do Lip2a, a proteina foi administrada e
posteriormente o Balb/c de ratos eram infetados com um
parasita. Foi wvisto que houve um atraso na aparéncia da
enfermidade e uma reducdo nas lesdes do tipo pele gerada por
infecdes com leishménias mais importantes. Um total ou
parcial cDNA clone de Lip2a. A sequéncia de nucledtidos de
DNA do gene de Lip2a e de amincdcidos da codificada proteina
é mostrada no anexo SEQ ID No.l e No.2. O Lip2a gene pode ser
isolado do DNA de Leishménias infantum ou outras espécies de
Leishménias ou outro organismo mediante identificagdo de cDNA
clones a partir de uma expressdo genética que expressa
proteinas do organismo mediante soros animais reativos
altamente infetado naturalmente com Leishménias infantum ou

por técnicas de PCR usando oligonucleotidos especificos.

Para obter o gene de LipZ2a, um cDNA biblioteca de expresséao
genética de Leishménia infantum foi encontrada com soro de
cdo infetado naturalmente com Leishménia. A andlise da
sequéncia de trés dos clones isolados indica a existéncia de
homologia na sequéncia com genes de codificacdo para o tipo
acidico P2 ribossomal de proteinas. Engquanto 0s genes
mostraram wuma homologia total da sequéncia na =zona de
codificacdo, sem traduzir 3' regides eram completamente
divergentes. Sdo pelo menos dois genes de Lip2a no genoma de
Leishménia infantum. Estes genes podem ser encontrados em
grupo no genoma XIX cromossoma. Variantes do Lip2a proteico
podem ser isoladas para pesquisar bancos de expressao

genética de cDNA de outras espécies de Leishménia.

A proteina Lip2a pode ser purificada a partir de cultivos de

células bacterianas que expressam o gene de Lip2a. A proteina
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pode ser purificada a partir dos extratos ou dos
sobrenadantes dependendo do vetor de expressadao usado ambos
como uma proteina de per si ou como uma proteina de fusdo com
outra proteina. Os métodos variam embora com alguma afinidade
cromatografica, se com especificos anticorpos contra Lip2a ou
particulas de resinas adaptadas a proteina sintetizada, pela
presengca de um certo objetivo que permite a sua unido a
resina, é o método preferido. Especificamente, o gene Lip2a
tenha sido subclonado numa variante dos vetores de expressao
PMAL e da expressdo dos vetores pQE3l e o sintetizado Lip2a
de proteina tenha sido purificado no feixe da proteina de MBP
em colunas de maltose, ou numa cadeia de aminocdcido de
histidina com o objetivo de identificacdo da sua producgdo e
purificagdo em colunas de NT Ni. De forma semelhante,
anticorpos policlondveis monoclonais ou especificos podem ser
usados para sua purificacdo. Polipeptideos parciais que
formam a proteina Lip2a e gque formam parte desta invencéo
podem ser sintetizados da construcdo de clones parciais de
Lip2a, conhecidos por todos estes bem entendidos nas técnicas

da biologia molecular.

Um método alternativo para a apresentacdo da proteina de
Lip2a para individuos imunizados ou para células de cultivo é
a administrado da proteina em forma de &cidos nucleicos cujo
cédigo para Lip2a ou uma parte da proteina em forma de
plasmideos, virus, incluindo 1lipossomas ou polimeros, ou
outra wvia de introducdo da proteina em células diana. Os
vetores mais usados para a administragdo do gene como um
imundégeno em forma de DNA sd&o os denominados pcDNA3 e pRc/CMV
sob o controlo dos promotores especificos principalmente de
tipo eucaridético. E extensivamente documentado na literatura

que este tipo de 1imunizacdo preferencialmente induz uma
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resposta do tipo Thl.

A proteina Lip2a pode ser administrada Jjuntamente com o
antigénio ou separadamente, ao mesmo tempo ou em diferentes
vezes (por exemplo, um dia ou dois dias antes da
administracdo do antigénio apropriado), ao mesmo tempo ou em
diferentes tempos. Neste sentido, Lip2a podem ser usados para
induzir uma resposta humoristica ou como um adjuvante em
preparacdes de vacina com antigénios heterdlogos tais como

Leishménia.

Supondo que a resposta ao Lip2a proteico pode variar de
individuo para individuo dependendo se o individuo é infetado
com Leishmé&nia ou ndo e se tem consequentemente sido exposto
ao Lip2a de proteina, a administracdo da proteina pode ter um
efeito imunoldgico diferente. Em termos gerais, o Lip2a
proteico ou os polipeptideos derivados sdo administrados em
formulagdes farmacoldgicas como uma uUnica substdncia numa
solucgdo salina ou em combinacdo com excipientes fisioldgicos
apropriados, incluindo lipossomas catidnicos e anidnicos ou
outros agentes tais como BCG, Bordatella estuda, ou 3'purina
de DNA e oligonucleotidos - 5'pirimidina. Os excipientes
deverdo ser ndo substéncias toéxicas. A literatura no uso de
adjuvantes ou excipientes é extensiva e o mais apropriado
devera ser escolhido para a rota de administracdo desejada.
Por exemplo, para administracdo oral, um composto sdélido
deveria ser escolhido tal como celulose ou glicose. A
imunizagdo pode ser realizada com uma preparacgdo de LipZa com
moléculas separadas ou feixes em combinagdo com um ou mais
antigénios e mesmo citogquinas que podem atuar como imune
estimuladores. Os itinerdrios e frequéncia de administracgdo

podem variar extensivamente. Os itinerdrios mais usados séao

20/40



intramusculares ou subcutdneos, intranasal ou orais, com uma
frequéncia de 3 doses cada 15 dias. A dose pode também variar
extensamente dependendo do estado do individuo e a dimenséo
deste. A dose da proteina Lip2a, tal como qualquer outro
imundégeno, tem de ser ajustado de modo que uma quantidade
significativa de gama de interferon ou outras citoquinas sao
induzidas o que isto pode de forma potencial induzir.
Normalmente, a dose pode variar entre 10 Microgramas e 100

microgramas por 100 gramas do héspede.

Outro método alternativo de administracdo de Lip2a e inducgéo
de uma resposta imunitédria pode ser a extragdo de células
(preferencialmente células mononucleadas periféricas) dum
individuo, estimula-las in vitro com a proteina Lip2a na
presenga ou nao de um antigénio (especifico de uma
enfermidade ou infecdo) para posteriormente reintroduzi-las
no doente com o objetivo de interferéncia com o processo
patoldégico. Neste contexto o Lip2a proteico ou suas variantes
de polipéptido poderiam ser usados como adjuvante ou imune
estimulador de uma resposta. Estas caracteristicas do Lip2a
proteico sugerem que pode ter um papel para jogar em gerador
uma resposta imunitdria protetora ou terapéutica em pacientes
com doencas dependendo da presenga de interferon-y ou
parasitas, por exemplo, leishmanioses. Neste sentido, a
presente invencéo descreve sistemas para aumento do
imunoestimulante da resposta humoristica ou celular em
pessoas ou células isoladas, (micréfaga Mondcitos, B células
ou células dendriticas) de individuos gque tém sido imunizados
ou ndo com a proteina de Lip2a. A capacidade para estimular a
producdo de gama de interferon mostra o potencial que Lip2a
tem que ser extensamente usado em terapias numa margem de

banhado de aplicacdes gque requerem a indugdo de wuma nao
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resposta especifica para esta citoquina (ndo necessariamente

leishmanioses) .

Como serd mostrado nas figuras, que sd&o a frente citadas, o
Lip2a proteina ¢é capaz de induzir uma resposta humoristica
forte em Balb/c¢c ratos imunizados com 5 microgramas da
proteina rLip2a em tampdo salino por rota intraperitonial e
uma programacdo de administracdo de duas doses com uma
terceira semana de separagdo entre eles (21 dias). Os dados
mostram que titulos altos de imunoglobulinas G e M sdao
produzidos. Depois da primeira dose, a resposta foi
principalmente do tipo IgM conducente a uma maduragdo em
direcdo a IgG depois da segunda inoculagdo. Foi observado que
o isdétipo de IgG era mais abundante em ratos imunizados com a
proteina rLipZ2a correspondendo a immunoglobina IgG2a embora
IgGl foi também produzido. Conclui-se destes dados gque a
imunizacdo com o LipZ2a antigénio gera uma mistura de resposta

de Thl/Th2, embora Thl predomina.

Supondo que a natureza destas proteinas é conservada com
outros organismos, a especificidade da resposta humoristica
foi analisada e gerada depois da imunizacdo. O reconhecimento
dos soros de ratos imunizados foi analisado contra uma coleta
de proteinas sintéticas que compreendem Lip2a. Foi observado
que os péptidos A4, A5 e A6 foram reconhecidos pelos soros. A
regido da proteina contida nos ditos péptidos é especifica
para as proteinas &cidas do tripanosomatidos, sem atividade
tendo sido detetados contra o péptido A7, o gqual contém um
terminal de carboxilo conservado a partir da proteina. Esta
especificidade de resposta foi confirmada quando uma andlise
“Western Blot” foi realizada da reatividade dos soros contra

as proteinas acidicas de Leishménia, MBP-Lip2a e MBP-LipZ2b,
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humano MBP-P2 e MBP-P2 de T. cruzi. Houve apenas
reconhecimento em direcdo as proteinas acidicas de parasitas,
a reatividade foi superior e contra MBP-LipZ2A, e em nenhum
caso foram anticorpos gerados contra as proteinas acidicas
dos organismos eucaridticos superiores testados (conservado
com humano P2 usado no ensaio). Assim, foi confirmado que a
proteina imunogénica ou o imunocestimulante ndo fez induzir
problemas de auto-imunidade no héspede. Além disso, um dos
péptidos reconhecidos pelos soros de animais imunizados
coincidindo com o péptido reconhecido pelos soros dos cées
infetado com leishmanioses viscerocutaneas. Isto significa
que também em cdes, esta regido da proteina ¢ imunogénica na

infecdo natural com leishmanioses.

A proteina Lip2a também induz proliferacdo de esplendcitos
obtidos de ratos imunizados. Os resultados obtidos mostram
que houve uma relagdo direta entre a concentragdo de
antigénio e o nivel de ©proliferacédo celular induzidos.
Surpreendentemente, o0s mesmos resultados eram obtidos quando
a proliferacdo de esplendcitos obtidos de ratos ndo-
imunizados foram analisados. Em ordem a implicar diretamente
a proteina em proliferacdo, eliminando a possibilidade de
contaminacdo, cujo fendmeno, a Dbactéria pode provocar, a
capacidade inibitdéria de um anticorpo anti-Lip2a gerado num
coelho em diferentes diluigdes foram analisados em
proliferagéo celular. Foi observado que enquanto uma diluigdo
de soro de 1/100 induz uma reducdo em proliferacdo ambos para
cultivos com Concanavalin A e para cultivos com o LipZ2a
antigénio, embora, fosse sempre superior no caso de cultivos
induzidos para proliferar com LipZ2a, em diluicgdes mais altas
de (1/500 e 1/1000), a inibicdo foi apenas induzida em

cultivos com este antigénio. Este feito mostrou que a inducdéo
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proliferativa foi ditado pela proteina Lip2a e ndo por um
contaminante deste. O estudo da cinética de proliferacdo e os
niveis das proteinas em ratos imunizados com a proteina LipZ2a
e ratos ndo indicados imunizados com proteina Lip2a séo
capazes de induzir a mesma cinética de proliferacdo e
alcancar os mesmos niveis indiferentemente se o0s animais
tenham sido imunizados ou ndo. Isto indica que deveriam ser
células que sdo capazes de responder ao Lip2a mesmo em 25
animais nao-estimulados gque sugerindo gque durante a sua vida
oS animais tenham expostos a proteinas que tenham
caracteristicas estruturais ou uma sequéncia similar ao
Lip2a. Para além disso, pode ser afirmado dos dados obtidos
que a proteina rlLip2a tem caracteristicas mitogénicas e

imunogénicas muito potentes.

Para caracterizar o tipo de resposta gerada durante as
proliferacdes, a gama de INF de linfogquinas e IL-4 foram
analisadas, as que foram produzidas nos ensaios de
proliferacdo, ambos o0s esplendcitos foram controlados gue néo
tinham sido imunizados e de ratos imunizados. Os resultados
mostram que a proliferacdo provocada pelo antigénio gera um
aumento significativo na secreg¢do de gama de INF em
esplenécitos de ratos imunizados. De forma semelhante, um
aumento ligeiro foi detetado nos niveis de IL-4 em culturas
de esplendcitos proliferados na presenga de antigénio os
quais proliferam no meio sem estimulos adicionados. Estes
resultados indicam que a resposta gerada pelo antigénio
provoca uma proliferagdo celular gue gera predominantemente

Thl modelo de produgdo de linfécitos.

Com o objetivo de determinacdo do potencial protetor do

caracter do Lip2a, a proteina foi administrada e
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posteriormente o Balb/c ratos eram infetados com o parasita.
Foi visto que houve um atraso na aparéncia da enfermidade e
uma reducdo nas lesdes tipo pele gerada por infecdes com

Leishmdnia mais importante.

Descricdo das figuras

A invengdo serd agora descrita com referéncia as figuras em

anexo, nas quais:

A Figura 1 descreve o sistema usado para isolar o Lip2a gene
de Leishménia infantum e em cujos genomas existem duas cédpias

deste gene.

A Figura 2 mostra a expressdo (RNA) do gene do Lip2a proteina

em Leishmidnia infantum.

A Figura 3 mostra a expressdo do Lip2a de proteina em
cultivos bacterianos de E. coli transformado com o pMal vetor
de expressdo que contém a proteina de fusdo MBP-Lip2a e sua
purificagdo e reconhecimento do Lip2a proteina por soros de

animais infetados naturalmente com Leishménia.

A Figura 4 mostra a especificidade da resposta imunitéaria
para Lip2a de soros de animais infetados naturalmente por

Leishménia.

A Figura 5 mostra a localizagcdo dentro da proteina dos
antigénios de determinacdo reconhecidos pelos soros dos

animais infetados naturalmente por Leishmdnia infantum.

A Figura 6 mostra que o Lip2a da proteina é homélogo ao
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acidico ribossomal de proteinas P2 de outros organismos

eucaridticos.

A Figura 7 mostra que o Lip2a da proteina é capaz de induzir

uma resposta humoristica depois da inoculacgdo de ratos.

A Figura 8 mostra a especificidade da resposta para péptidos
de Lip2a de soros de Balb/c animais inoculados com Lip2a e a
especificidade dos SOoros das proteinas contra ratos

imunizados do P2 familia.

A Figura 9 mostra gue a proteina é capaz de induzir uma
resposta proliferativa em esplendécitos de animais imunizados

e nado imunizados.

A Figura 10 mostra que o Lip2a da proteina confere um certo
grau de protegdo e demoras na aparéncia de sintomas de

infecdo maior de Leishménia.

Com referéncia a figura 1, o <cDNA expressdo livreira de
Leishménia infantum foi pesquisada com o soro de um céo
infetado naturalmente com Leishmdnia. Para caracterizar as
sequéncias de DNA contidos nos fagos isolados, as insercdes
de CcDNA nele contidas foram clonadas e sequenciadas no
plasmideo pUCl8. A andlise da sequéncia de trés dos clones
isolados (L21, 1L22 e L23) indicaram a existéncia de homologia
da sequéncia com dos genes codificados para o acidico
eucaridético ribossomal de proteinas do P2 tipo. O cDNAs L21 e
L22 tém uma sequéncia idéntica em toda parte do seu
comprimento, com L22 (454 nt) a ser o maior em ambos o0s
casos. Quando a sequéncia de clone L22 foli comparada com O

clone L31, foram observadas diferencas notaveis: Enquanto a
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homologia da sequéncia dos clones L22 e L31 foram completas
na regido de codificacdo, as regides nédo codificantes 3' eram

absolutamente divergentes. A proteina foi denominada LipZ2a.

Em ordem a estudar a organizacdo dos genes Lip2a, as andlises
de mancha de Southern foram realizadas. Na seccdo A da figura
1 foi mostrado o resultado da hibridacdo da insercdo do clone
L22 contra os filtros que continham DNA a partir de L.
infantum digerido com enzimas de restrigcdo diferentes (B =
Bam H |; H = |]]; P = Pst |). O modelo obtido usando L22 como
uma sonda indica que sao pelo menos dois LipZ2a genes, como
duas bandas de hibridizagdo que aparecem no Pst | pista, uma
enzima que ndo apresenta uma sequéncia de corte em L22 cDNA.
Estes genes sé&o encontrados agrupados no genoma, COMmM apenas
uma banda de hibridacdo fosse obtida nos sendas de DNA
digeridas com o suporte das enzimas de restricdo usado. De
facto, e como pode ser deduzido do modelo de hibridizagdo
obtido depois de hibridizacdo a insercdo do clone L22 para
filtros que contem cromossomas de Leishménia separados em
campo pulsado, o Lip2a genes sé&o localizados num Unico

cromossoma (XIX banda cromossdmica) (secgdes B-C).

Para definir com detalhe a sequéncia e organizacgdo dos genes
codificados para a proteina acidica Lip2a de Leishménia, a
insercdo do clone L22 foi usada para pesquisa numa biblioteca
de genes gendmicos deste parasita, construido no vetor de
substituicdo EMBL-3. Um fago positivo foi isolado, denominado
L22g. O mapa de restricdao do fago (D), assim como os dados
para a sequéncia que sdo detalhados mais a frente, mostram
que eram dois genes codificados da proteina Lip2a, formada
por duas unidades organizadas em série. A sequéncia do

fragmento Sal | de 2.8 Kb do fago L22g que continha os genes
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responsdveis de cDNA L22 é mostrada na SEQ ID No. 1 em anexo.
A zona de codificagédo dos dois genes nédo mostra diferencas
exceto duas transicdes que nao conduzem a mudangas na
sequéncia de aminocdcidos da proteina codificada; pelo
contréario, zonas 5' e 3' que nédo sao traduzidas séo

completamente diferentes.

Estudos de hibridizacdo em RNA de Leishménia em filtros,
usando a insercdo do clone L22 como uma sonda, mostrou que a
dimensdo das transcricdes do Lip2a genes foi 0,6 Kb (ver
figura 2-A). Estes mensageiros RNAs sé&o polidenilado. Como se
mostra na figura 2 (painel A, sendas 1 e 2), houve mudancas
na intensidade das bandas de hibridizacdo obtidas, de acordo
com o RNA gue se obteve a partir de culturas de promastigotes
na fase logaritmica crescente ou estaciondrio. A partir de
aqui é deduzido que a expressdo dos genes do &cido proteico
Lip2a de Leishmdnia € superior na fase logaritmica. Este tipo
de regulacdo na expressdo dos genes das proteinas acidicas
tem também sido descrito em fermento (Newton and co-workers,
1990, Saenz-Robles, 19920). O tratamento de choque térmico,
induzido em incubacdo de culturas de promastigotes em fase
logaritmica durante 2 horas em 42° C ¢é dirigido também a uma
reducdo nos niveis de transcrigdes das proteinas acidicas do
parasita (painel A, pista 4). Por outro lado, e como ¢é
mostrado na linha 2 (painel A), a hibridacd&o obtida na linha
de axenico amastigotes foi até 6 vezes baixa gque na linha de
RNA extraida de promastigotes. Os dados parecem indicar que o
modo de expressdo do Lip2a genes de Leishménia é ligado ao

estado metabdlico celular (Soto and co-workers, 1993).

De acordo com figura 3, no painel A (linha 1), a expressao da

proteina Lip2a é mostrada numa cultura bacteriana de E. coli

28/40



transformada com a expressdo do vetor pMAI-cRI que contém o
gene Lip2a e sua purificacdo (linha 2). O peso molecular da
proteina purificada corresponde com uma proteina de fuséo
MBP-Lip2a. MBP significa a proteina de unido de maltose de E.
coli que é usada para formar a proteina de fusdo com Lip2a. O
Painel B mostra o reconhecimento da proteina do Lip2a por uma
reunido de soros a partir de animais infetados naturalmente

com Leishménia.

De acordo com a figura 4, a especificidade da resposta
humoral foi analisada contra as geradas Lip2a mediante
medicdo da reatividade de soros obtidos a partir de cées
infetados com Leishmé&nia contra proteinas homdélogas de outras
espécies. No caso da proteina de Lip2a acidica, a resposta de
soros caninos positivos foi analisada contra outras proteinas
acidicas de Leishménia, LiP2b, as proteinas acidicas humanas
de Pl e P2 e P2 de T. cruzi, todas expressadas como proteinas
de fusé&o depois de clonacdo no pMAL-cRI vetor. No painel A da
figura, é mostrado o resultado da incubacdo de um conjunto de
soros obtidos de cédes infetados com Leishménia contra as
proteinas acidicas previamente descritas. Apenas as proteinas
de fusdo MBP-Lip2a e MBP-LipZ2b (linhas 2 e 3) eram
reconhecidas, indicando gque os anticorpos produzidos contra
as proteinas acidicas durante o processo de leishmanioses séo
dirigidos especificamente contra as proteinas acidicas de
Leishménia. No painel B da figura, é mostrado gque o soro de
um doente com lUpus sistémico eritematoso reagindo as
proteinas expressadas das trés espécies. Este resultado
indica que as proteinas acidicas de Leishmdnia contem o
antigénico determinante contra a resposta humoral originada
durante as Chagas da enfermidade e em pProcessos de

autoimunicgéao de humanos, localizados em proteinas de
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carboxilo terminais. No entanto, a falta de reatividade
contra as proteinas acidicas de humanos ou para aqueles de T.
cruzi em soros de cdo infetado com Leishmé@nia mostram que séo
ndo anticorpos dirigidos contra o término-C destas proteinas

em soros de animais com leishmanioses.

Para localizar ©os antigénicos determinantes de Lip2a,
péptidos foram sintetizados que se sobrepdem  por 5
aminodcidos a partir da sequéncia de aminodcidos da proteina
do Lip2a. A Figura 5 mostra a sequéncia de péptidos e os
valores de densidade o6tica obtida quando estes péptidos séao
analisados em ensaios de FAST-ELISA contra soros de caes
infetados. Apenas os valores positivos obtidos contra o
péptido A6. A falta de reatividade obtida depois do exame dos
soros de animais infetados com Leishmdnia contra o peptidico
A-7, que contém o término-C conservado em proteinas acidicas
de eucariotas, confirmando que esta zona ndo causa qualqgquer

resposta humoral durante a infecdo com o parasita.

Com o objetivo de ser capaz de analisar o papel imunogénico
ou imunoestimulante do potencial de Lip2a de Leishmdnia uma
insercdo do clone L1222 foi clonado no vetor de expressédo
eucaridético pQE-31. A indugdo de cultivos bacterianos tem
transformado com a recombinacdo do plasma pQE-Lip2a produzido
sobre expressdo de wuma proteina gque corresponde a Lip2a
expressada na forma recombinante, denominada rLipZa. A Figura
6 mostra o resultado da expressdo e posterior purificacédo da
proteina de 500 ml de cultura, induzido por IPTG, mediante
colunas de cromatografia de afinidade em NT-Ni. As bactérias
eram solubilizadas em 8 M wureia e ultrassédnicas. Peso
molecular e marcador de proteinas (linha M). Proteinas de E.

coli, sem transformagao pelo vetor de expressdao pQRE-31 (linha
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1). Proteinas de E. coli transformadas com o vetor de
expressdo pQRE-31 (linha 2). A proteina foi purificada a

partir da fragéo soltvel (linha 3).

A proteina expressada no vetor pQEE-31 inclui o Lip2a da
proteina e os aminodcidos que foram incluidos durante o
processo de clonagem. O Lip2a da proteina é composto de 106
aminodcidos e permanece entre aminocdcido 39 e 144 (SEQ 1ID
No.3) e tem um peso molecular de 10.57 kDa. (Ver SEQ ID No.3

dagqui por diante).

A andlise da sequéncia de aminodcidos deduzida da sequéncia
do cDNA L22 indicava que o Lip2a da proteina tem
caracteristicas em comum com o acidico ribossomal das
proteinas do grupo P2 de eucariotas. A comparacdo do Lip2a da
proteina de Leishmdnia deduzida da sequéncia de nucledtidos
mostra uma identidade de 89.62% com o seu homdélogo de
Leishmédnia donovani (RLA2 LEIDO), uma identidade de 81.13%
com o seu homélogo de Leishménia brasilienses (RLA2 LEIBRE),
de 61.46% com o seu homdélogo de Trypanosoma cruzi (RLA2
TRYCR), de 43.47% com o seu homdélogo de seres humanos (RLA2
humano) e 51.87% com Lip2b de Leishmdnia infantum (RLAZ2
LEIIN). A homologia superior ¢é mostrada nos terminais de
amino e carboxi. A proteina tem wuma =zona central muito
flexivel rica em prolinas e anilinas. Na figura de sequéncia
(ver depois) sédo mostradas com um bar vertical de aminocdcidos
que sdo 1dénticos em quatro proteinas Lip2a, Lip2b de
Leishmania, TcP2 homdélogo de Tripanossoma cruzi (RLAZ2 TRYCR)

e HuP2 humano homélogo (RLAZ2 humano) .

Um total de 12 BALB/c de ratos foram inoculados com 5

microgramas do rLip2a proteico soldveis num tampdo salino. A
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rota de inoculacgdo foi intraperitonial, e a programacdo de
imunizacdo foi de duas doses separadas entre estes por trés
semanas (21 dias). Sangue foi tomado de ratos nos dias 0,7 e
28 e o0s soros respetivos eram analisados. A Figura 7 (painel
A) mostra os titulos de imunoglobulinas G e M presentes no
soro de ratos nos dias 7 e 28, 1indicando gque depois da
primeira dose a resposta foi principalmente IgM, com uma
maduracdo em direcdo a IgG depois de a segunda inoculacgédo.
Supondo gue as citoquinas estédo relacionadas com uma resposta
de Thl e gue produzem uma resposta principalmente de IgGza e
as citoquinas segregadas pelas superpopulacdes de Th
inobservados de linfécito estimulam uma resposta de IgGl, os
titulos dos mais abundantes subtipos de IgG gerados depois
das duas doses de antigénio eram analisados. A Figura 7B
mostra que o 1isdétipo de IgG mais abundante em ratos
imunizados com a proteina de rLip2a correspondia ao IgG2 de
imunoglobulina depois da primeira dose e que o Th2 aumenta
depois da segunda dose. Conclui-se que a imunizacdo deste
antigénio gera uma mistura de resposta do Thl/Th2, embora a
resposta seja principalmente Thl nas primeiras semanas de
imunizagdo. As proteinas usadas neste estudo foram
purificadas a partir de endotoxinas mediante colunas de

polimixina.

Tomar em conta a natureza conservada desta proteina, um
estudo foi necessdrio da especificidade da resposta humoral
gerada depois da imunizacéo. Com este objetivo, o)
reconhecimento dos soros de ratos imunizados foi analisado
(soros obtidos no dia 28) contra peptideos sintéticos. A
figura 8-A ilustra os resultados obtidos, mostrando o
reconhecimento dos soros de ratos imunizados em diregdo a

trés dos péptidos, A4-A6. A regido da proteina contida
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naqueles péptidos é especifica para as proteinas acidicas do
tripanosomatidos, sem reatividade sendo detetados contra o
péptido A7, que contém o conservado carboxilo terminal da
proteina. Esta especificidade de resposta foi confirmada
quando a andlise de "Western Blot" foi conduzida para
analisar a reatividade dos soros contra proteinas acidicas de
Leishmdnia, MBP-Lip2a e MBP-Lip2b, humano MBP-P2 e MBP-P" de
T. cruzi. O reconhecimento foi apenas obtido em direcdo as
proteinas acidicas de parasitas, com a reatividade gerada ao
maximo contra MBP-Lipsa (painel B, linha 2) e um nédo caso de
anticorpos gerados contra as proteinas &cidas superiores de
eucariotas (conservado com o humano P2 usado no ensaio). Por
ultimo, pode ser mencionado que um dos péptidos reconhecidos
coincide com o péptido reconhecido pelo soro dos cdaes

afetados por viscerocutaneas leishmanioses.

Os bacos eram extraidos de ratos gque tinham sido imunizados
duas semanas depois da uUltima imunizacdo e a sua proliferacéo
foi analisada contra concentracgdes diferentes de antigénio.
Os resultados tabulados na figura 9-A mostram os valores (em
cpm) de timidina tritiade incorporados pelos esplendcitos de
ratos imunizados depois de 96 horas. 0Os valores obtidos
mostram que houve uma relacdo direta entre a concentracdo de
antigénio e a proliferacdo celular. Surpreendentemente, os
mesmos resultados foram obtidos quando a proliferacdo de
esplendécitos foi analisada que foram obtidos de ratos nédo-—
imunizados. Este resultado indica que o Lip2a de proteina tem

caracteristicas imunogénicas muito potentes.

Para implicar diretamente a proteina de ©proliferacao,
eliminando a possibilidade de que poluentes Dbacterianos

poderiam ser provocantes do dito fendémeno, o efeito da
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presenca de um anti-Lip2a anticorpo gerado num coelho foi
analisado. Painéis B e C da figura 9 mostram o efeito em
proliferacdo das diferentes diluic¢des de anticorpos. Assim,
enquanto o 1/100 de diluicdo tem provocado uma reducdo na
proliferacdo induzida ambos por um mitdédgeno (concanavalin A,
—ConA) e pelo antigénio, embora tenha sido sempre superior no
caso final Ultimo, altas diluicgdes (1/500 e 1/1000) apenas se
tém dirigido a uma redugdo na proliferacdo induzida pelo

antigénio.

Para caracterizar o tipo de resposta gerada, a gama—-INEF de
linfoquinas e IL-4 produzidas nos ensaios de proliferacgéo
eram analisadas, ambos para os esplendécitos de ratos de
controlo e de ratos imunizados. Na tabela abaixo, séao
mostrados os resultados obtidos. Estes indicam que a
proliferagdo provocada pelo antigénio gera um aumento
significativo na secrecdo de INF-gama, especialmente em
esplenécitos de ratos imunizados. De forma semelhante, um
aumento ligeiro foi detetado nos niveis de IL-4 nas culturas
de esplendcitos que proliferam na presenca de antigénio em
relacdo aqueles que proliferado no meio sem estimulo
adicionado. Estes resultados indicam que a resposta tem
gerado pelo antigénio uma proliferacgdo celular que conduz a
produgdo de um modelo de linfoquinas nas quais predomina o
tipo Thl. Estes resultados sugerem que o Lip2a proteico pode
ser usado como um adjuvante ou como uma Subunidade numa
vacina e assim poderia ser relevante para o tratamento e/ou

prevencao de doencas presentes em animais e seres humanos.
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IL-4 (pg/ml) INF-gama (ng/ml)

Imunizado ConA 99 8.4
Lip2a 80 5.8
Meio 40 0.5
Controlos ConA 98 6.1
Lip2a 61 1.2
Meio 13 0.4

Trés doses de 5 microgramas de Lip2a foram administradas em
PBS em intervalos de 15 dias a um grupo de gquatro BALB/c
ratos (5 microgramas por rato). Uma semana depois da uUltima
dose, eles foram infetados com 5 x 10° & promastigotes de uma
estirpe infeciosa de L. prefeito na almofada de plantar da
pata direita de ambos 0s ratos imunizados e 0s
correspondentes aos controlos (os quais recebiam apenas PBS).
A dimensdo da lesdo na pata foi medida semanalmente, obtendo-
se o0s resultados que sdo mostrados na figura 10. Os
resultados obtidos indicam que a imunizagdo da proteina Lip2a
levaram a um atraso no aparecimento de lesbes de duas
semanas, com a dimensdo da lesdo ndo crescente até 5 semanas
nos ratos imunizados, enquanto que nos controlos nao-
imunizados, as lesdes aparecem depois da terceira semana.
Adicionalmente, o inchaco provocado pela infecdo em ratos
imunizados é menor que nos controlos, até que se torne a

mesma a partir da semana 8 em diante.

Lisboa, 17 de Novembro de 2015
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SEQ ID No:1 do fragmento Sal 1 -

sequencial

negrito.

SEQ IDNO |

1

gtogacggeg acatggctag

71

cgocacggsy gtgtttetce

141
geasaagagy
+

21%
agacgatoge

281
ggtggageag

351
crgtttetygt

421,
ctoccttygee

491
cabeeectes

561
taactttgoo

631
cataagtygy

701
atgasccteg

TFL

ataggtitit bteoaacgagaa
[n22

841

gtegaaggeyg gacgttcagy

giL
gtettodagy

981

ckggetotge

1051
gaaggaggay

11z1

dos

agcagtgcet

coaggcaaat

caggttatga

tEttgogtgt

cagaaaacay

Legeteetoo

teggtgtgge

ctgacotgga

cccagktgoye

aggtggaggg

cgeteetget

cccgaggagg

clones

de

ageagbtigt
atgestttot
agtegoggce
gcgtttcﬁén
atetecageg
Tgogtotite
gagtaaccga
cttetocact
ktggeacgchyg
tacatctoot
goateoacgea
akgeagtace
ctgtectygaa
caagagete
ggegctgtet

aggaggecga

. totcacgeny

cDNA L22 e

geageteceg
ceagtgeate
ttaggaaégg
atcasaggagyg
getgeattaa
tetttatgtt
gtacgoegta
coetecttot
sgeccoctos
coctetectty
cgeateatdy
thgecgegta
ggcogrogge
gatgegatygy
coactgetgy

tgatgacatg

sal 1 L22g.

ctygagegaca

aatgagteeg

caatgogace

guttocgeat

togoocgeooty

tgotecttty

gegootgege

gagtgctgca

[+lelatsle alelelols]

tgttoedecat

caggetacgga.

cgecctoghy

gttgecgtyy

tggecgaggy

tgcoyggeget

ggcttoggte

geootgetate

L31 ¢é

agaaacagga

ggatotttgt

ttttgoatiy

gbceegttoy

ceagacaceg

tgtotgtegy

cacacgttgt

tgtgtgtgtg

cecaaagagaaan

oegotattey

scacgegace

gegetgtcty

atgectoacy

cogeacgaay

ggegcegotgy

rertEgacta

attgttgtga

mostrado

O nucledtido

em

70
tetgeegeogt

140
cgcaceacea

210
tacccogagy

280
cagetyagge

360
gggaggtect

420
ttaagagoete

490
coatggaaso

560
catgtgtgty

630
aaaacageat
700
ctettcatot
70
cocasoocad

840
gcadgacgec

810
cgbgygatgee
980
etggtyggget
1050
cogaggcgaa

1120
agoageccay

1130
tgcategbet
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1191
ctkteotttge

1261
tgogagatyga

1331
eggegocete
1401
aaagaatote

1471
cegtgascey

1541
getgotctae

1611
actttotete

1681
acgeeotegt

1751
ocgttgeogty

1821
gtggecgagyg

igsy
gtoveggege
15961
gagetteggt

2031
ttgactigtt

2101
gaacoggtet:

217
atobegteoa

2241
ceatgagcay
2311
tecgagttty

2381
acagcagboy

ttgtgactic
getgggageg
ggcacaaaca
cagagacget
ctgacatteg
tgteoectoat
atactgtitt
ggegetgtot
gatgectoee
gtagcdagaa
tggegeggty
atetitgact
ttaottecegt

31}
ceetgetgec
atotttoace
gtaattgecta
tgeggeagty

tgoccogegy

ggttegtett

taggegaggt

cagegagaes

gtacgagagg

ataacegaga

getogtettc

tgoctottgt

ggoaagacge

gegtyggatge

gerggtggae

gecgaggoga

aageagoote

aagcaaagas

catatccoet

tratcktetyg

tggoetettea

ttecgactga

ttgatttega

gtygasagac

L22]

ggotgetege gaggetgtaa

tecectecee

caceggecte

gayggtytot

coocagtict

cgcttegtee

gtecatcgaga

tetottotca

ogtttdgtect

cgtacaagag gtgtatcaaa

catogaagge

cgtekbtecag

tatggetaety

agaaggagga

sgtgagtggt

cagagtaage

sagagacgge

tetetattot

agagaatagg

caceagekgt

centatteaa

ggacgtteay

gaggtggagy

531

segetoatgs

gocogaggay

ctactgtegt

aagoatecat

gagcctccct

tgggticact

gactectaca

goctegagaa

ckecgttgey

tectgcaaate

cYsHaanana

ctottogaga

gaagcaaccy

aagtygggtec

BEEEEEEgEE

catgeagtac

gotgtootyga

gocaagagett

tggegatgbe

gaggaggeeyg

tactittbga

ggacgtogas

cetthbcacy

ctigacegat

aggtoaaage

gacggeecge

gaggagegge

1280
gaacadcccg

1330
aagacagoag

1400
agagagagac

1470
cgotttogty

1540
attgogaagt

1610
cgttecocatyge

1680
ctegéogegt

1750
aggccgeegg

1820
egatgegaty

189¢
tocactgoty

1960
atgatgacat

2030
cttgttteat

2100
gegatgetac

2170
tgotgaccte

2240
cotgoatega

2310
ttetteocty

2380
gttgtggaaa

2450
ggtetgagga
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2451
cttggacete tgegagtoge

2521
tacgagcagg ctctegooge

2591
aagacgctbe ccggtgcgge

2661
agaaggtate ctteoecaaec

2731
gacggagycg accygraggty

2801
sttcgecaag agegcttegg

SEQ

cédigos para o Lip2a da proteina e sequéncia de aminoacidos

gatgceggta

cgegitacte

acgeggtega

aaagacctga

ceCgaggyga

ctéaaaggca

da proteina de Lip2a.

SEQ.ID. NO.Z2

1
ATG TAG
Met Gln

TAC
Tyx
5

61
GAC
Asp

ary A
val Gln
25

12%
GTC
Val

TTC
Phe

Cac
Gln
45

181
CTG
Leu

GTG
Val

GEC
Gly
65

241

L GCE GTe

Gly Ala Val
85

301

TIC GBT

Lenn Ala Ala Tyr Ala L

321

CTC TTT GAC TAA

catgcaggeoc

aagcegaaaa

ggttttoeteg

aacgggaggc

coaagacatyg

gagcacgttg

ID No:2 Sequéncia de nucledtidos

10

30

50

740

20

acetgecegt

agageacgee

aacgtocctgt

acaccgacgo

gacaacgata

2850

ctocgtegac

15

75

2520
cacaggagaa ggteeageoag

‘ 2590

cocaaaceeyg tetgteottge
2660

tgeceegtgge gcacaaacec

2730
cggtoccacy coggacggoc

2800
tttogegeey ctggageaag

do gene Lip2a cujos

60

CTT GCC GCG TAC GCC CTC GTG GCG CTG TCT GGEC ARG ACE CCE TCG ARG GCG
eu Val Ala Leu Ser Gly Lys Thy Pro Ser Lys Ala

20

120

GCT GIC TG AAG GUC GCC GeE GTT &U¢ GTE GAT GCC TCC C8C GTE GAT GCC
Ala Val Lys Lys Ala Rla Gly Val Ala Val Asp Ala Ser Axg Val Asp Ala
35

40

_ds8o

GAG QTG GAG GGC AAG AGC TTC GAT GCGE CIG GTG GLC GAG GBC CGC ACHE AAG
Glu Val Glu Gly Lys Ser Phe Asp Ala Leu Val Ala @lu Gly Arg Thr Lys
55

&0

240

TOT GO TCT GCC GOT COT GOT GGC GCT GTC TCO ACT GOT GET GOC GEC GCT
Sexr Gly Ser Ala Ala Pro Ala Gly Ala Val Seér Thr Ala Gly Ala Gly Ala

80

300

GCC GAG GCG AAG ARG GAG (BAG CCC GAG GAG GAG GAG‘GCC GAT GAT GAC KTG
Ala Glu Ala Lys Lyvs Gly Glu Pro Glu Glu Glu Glu Ala Asp Asp Asp Met
95

100

Gly

Phe

Gly

Leu Phe Asp ¥
106
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SEQ ID N° 3

1

50

MRGSHHHHHH TDPHASSVPS SLVIEGRISE FAAAFQREMQ YLAAYALVAL

51

160

SGKTPSKADV QAVLKAAGVA VDASRVDAVF QEVEGKSFDA LVAEGRTKLV

101

144

GSGSRAAPAGA VSTAGAGAGCA VAEAKKEEFPE EEEADDDMGF GLFD

Sequéncia de aminocdcidos do Lip2a proteico (SEQ ID No.2)

expresso no vetor PQE-31 (SEQ ID No.3)

LiP2a
1LiP2b
HuP2

TcP2

Lip2a
LiPZb
HuP2

TeP2

MQYLAAYALVALSGKT,PSKADVQAVLKAAGVANDASRVDAVFQEVEGK

N || | 1

MSTKYLAAYALASLSKAS . PSQADVEAICKAVHIDVDQATLAFVMESVTGR

L I l

MRYVASYLLAALGGNSSPSAKDIKKILDSVGIEADDDRLNKVISELNGK

NN § | K

MEYLAAYALVGELSGCT . PSKSAVEAVLKAAGVPVDPRSVDALFAEFAGK

SFDALVAEGRTKL. . . . VGSGSAAPAGAVSTAGAGAGAVAEAKK. . . .E
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Reivindicacdes

1. Uma composicdo para estimular uma resposta imunitdria em
individuos imunizados ou em grupos de células, caracterizado
pelo facto de que a dita composicédo consiste numa solugéo

salina que:

- compreende Lip2a de proteina de Leishménia
representada por SEQ ID NO:2 ou um polipéptido que
difere apenas por substituicdes conservadas dos
aminodcidos de SEQ ID NO:2 dos gquails os grupos de
aminocdcido representam mudancas conservadas sdo (1) ala,
pro, gly, glu, asp, gln, asn, ser, thr; (2) cys, ser,
tyr, thr; (3) wval, ile, 1leu, met, ala, phe; (4) lys,

arg, his; e (5) phe, tyr, trp, his, ou

— compreende uma codificacdo de &cido nucleico do Lip2a
Leishmdnia proteica como identificado acima, ou sendo

representado por SEQ IS NO:1.

2. Uma composicdo de acordo com a reivindicacéo 1,
caracterizado por ser ainda mais compreendido um adjuvante
tal como esférulas biodegradaveis, ISS (isto ¢é sequéncias

imunoestimulatérias), BCG, ou lipossomas.

3. Uma composicdo de acordo com as reivindicagdes 1 ou 2,

caracterizado por compreender pelo menos um antigénio.

4. Um método para estimular in vitro uma resposta imunitédria
em células mononucleadas imunizadas ou ndo com a proteina

Lip2a representadas por SEQ ID NO:2, caracterizado por
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compreenderem uma incubacdo das ditas células mononucleadas

com a composigdo de acordo com a reivindicacédo 1.

5. Um método de acordo com a reivindicacdo 4, caracterizado
pelo facto de que a dita incubacdo compreende pelo menos mais

um antigénio.

6. Um método de acordo com a reivindicacdo 4 ou 5,
caracterizado pelo facto de que as ditas células

mononucleadas sdo células periféricas mononucleadas.

7. Uso da composicdo como definido com quaisgquer uma das
reivindicagdes 1 a 3, para a producgdo de um medicamento para
estimular in vivo uma resposta imunitdria contra um

antigénio.

8. Uso de acordo com a reivindicagdo 7, caracterizado pelo
facto de que a dita composicdo ¢é administrada para um

individuo na presenca de pelo menos um antigénio.

9. Uso da composicdo como definido na reivindicagdo 1, para a
producdo de um adjuvante numa vacina para a prevengdo de

Leishmanioses.

10. Uso da composicdo como definido em reivindicacéo 1, para
a producdo de uma vacina para a prevengdo de Leishmanioses,
caracterizado pelo facto de que a dita composicdo é usada

como uma subunidade da dita vacina

Lisboa, 17 de Novembro de 2015

2/2



Resumo

A composicdo e um método para a estimulacdo de uma resposta
imunitdria contra um antigénio em individuos imunizados ou em
grupos de células. A composicdo compreende uma proteina
chamada Lip2a Leishmania formada por uma sequéncia de
aminodcidos <codificados por uma sequéncia de ADN que
compreende os nucledtidos: 1-1 da nos. 778 a 1231 de SEQ. ID.
NO!1-2 ou formado por uma sequéncia de nucledtidos capazes de
hibridar com a sequéncia descrita em 1-1 sob condigdes
moderadamente rigorosas de hibridacdo e, ©portanto, que
codificam para uma proteina semelhante a Lip2a. O método
compreende a incubacdo das referidas células com a referida
proteina Lip2a na presenca ou ndo de um antigénio especifico

de uma doenca ou infeccédo.
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