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“COMPOSIGAO VACINAL CONTRA LEISHMANIOSE VISCERAL E
USO”

[01] A presente tecnologia trata de uma composic¢ao vacinal contendo a
proteina piridoxal kinase de Leishmania infantum, encontrada conservada
em diferentes espécies do género Leishmania e capaz de estimular
resposta imune protetora do tipo Thl, com a producgao de citocinas como
interferon-gama e interleucina-12. A composic¢ao vacinal pode ser utilizada
para a profilaxia contra a leishmaniose visceral no homem e no céo.

[02] As leishmanioses sdo doencas infecto-parasitarias endémicas em
98 paises e trés territérios distribuidos em regides tropicais e subtropicais
no mundo. Estima-se que 380 milhdes de pessoas encontram-se expostas
ao risco de contrair a doenga e que haja uma incidéncia aproximada de
0,5a10e 15 a 2,0 milhdes de novos casos por ano de leishmaniose
visceral (LV) e leishmaniose tegumentar (LT), respectivamente. No
continente americano, calcula-se que o Brasil seja responsavel por
aproximadamente 95% dos casos de LV, o que torna a doenca um
importante problema de Saude Publica e requer, dessa forma, uma
atencao especial pelas autoridades competentes.

[03] A gravidade da doenca no hospedeiro mamifero, no qual se
engquadram o homem e o céo, alcanca desde uma lesdo cutanea Unica, no
local da picada, até a forma visceral da doenca, que pode ser fatal quando
na forma aguda e ndo tratada. O cao é considerado o principal reservatorio
doméstico do parasita e € tido como uma importante fonte de transmissao
entre o vetor flebotomineo e o hospedeiro mamifero. Devido a ineficacia
das medidas de controle utilizadas, a dificuldade para um diagnostico
correto e aos problemas de toxicidade relacionados aos tratamentos
convencionais, o desenvolvimento de vacinas que sejam capazes de

induzir imunidade protetora contra a doencga torna-se desejavel.
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[04] Em modelos murinos, apds a cura da leishmaniose causada pela
espécie Leishmania major, os animais adquirem imunidade duradoura
contra a reinfeccdo. Tal fato tem estimulado o desenvolvimento de
pesquisas visando a obtencdo de antigenos vacinais que possam ser
utilizados como uma medida efetiva de controle da doenca. Existem
antigenos que vém sendo avaliados e que preenchem, parcialmente,
requisitos para serem empregados como candidatos a vacina.
Preferencialmente, uma vacina efetiva deveria conter antigenos
imunogénicos e conservados em diferentes espécies de Leishmania, além
de apresentarem um custo acessivel a populacédo e seus governos.

[05] Em relacdo a resposta imune contra a infec¢cdo por Leishmania
infantum, a resisténcia a infeccao é relacionada com o desenvolvimento
de uma resposta imune celular do tipo Thl, primada pela producédo de
interferon-gama (IFN-y) por parte do hospedeiro mamifero. O mecanismo
imunologico efetor responsavel pelo controle dos parasitas parece ser
decorrente da ativacdo de macrofagos, via producdo de niveis elevados
dessa citocina. Estudos que utilizam como base o modelo murino de
infeccdo por L. major em camundongos BALB/c, proposto por Sacks &
Noben-Trauth (2002), definiram o paradigma Th1/Th2 de resisténcia e
susceptibilidade, respectivamente, a infeccdo e o papel de citocinas como
o IFN-y e a IL-4, respectivamente, no desenvolvimento de linhagens de
células Thl e Th2 (Sacks D & Noben-Trauth N. The immunology of
susceptibility and resistance to Leishmania major in mice. Nat Rev
Immunol. 2;845-58, 2002). O desenvolvimento de uma resposta Thl pode
ser inibido pela producéo de citocinas tais como a IL-10. Nesse sentido,
IL-4 e IL-10 estdo relacionadas a desativacdo de macréfagos e ao
estabelecimento da doenga, enquanto citocinas como IFN-y e IL-12 estao

relacionadas com o fenétipo de protecéo contra a mesma.
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[06] Pelo fato de ndo existir, até 0 momento, uma vacina comercial que
seja protetora contra a LV no cao e no homem, e que seja de baixo custo,
novos estudos fazem-se necessarios. A utlizacdo de ferramentas
biotecnologicas modernas tem levado a identificacdo de novos alvos com
potencial para o emprego no desenvolvimento de vacinas contra doencas.
[07] A enzima piridoxal kinase catalisa a reacdo de fosforilacdo do
piridoxal, gerando piridoxal 5- fosfato utilizando uma molécula de
Adenosina Trifosfato (ATP). A enzima de Leishmania donovani foi
recentemente caracterizada (Are S, Gatreddi S, Jakkula P, Qureshi IA.
Structural attributes and substrate specificity of pyridoxal kinase from
Leishmania donovani. Int J Biol Macromol. 24;152:812-827, 2020). Além
do mais, proteina piridoxal kinase recombinante foi utilizada como epitopo
especifico de linfocitos B, sendo indicada para o diagnoéstico de
leishmaniose visceral (Oliveira-da-Silva, JA et al. Evaluation of Leishmania
infantum pyridoxal kinase protein for the diagnosis of human and canine
visceral leishmaniasis. Immunol Lett. 220:11-20, 2020).

[08] Por meio da utlizacdo da imunoprotedmica, recentemente,
proteinas de Leishmania infantum foram reconhecidas por anticorpos
presentes nos soros de pacientes com LV (Lage DP, Ludolf F, Silveira PC,
Machado AS, Ramos FF, Dias DS, Ribeiro PAF, Costa LE, Vale DL,
Tavares GSV, Martins VT, Chavez-Fumagalli MA, Caligiorne RB, Chaves
AT, Goncgalves DU, Rocha MOC, Duarte MC, Coelho EAF .Screening
diagnostic candidates from Leishmania infantum proteins for human
visceral leishmaniasis using an immunoproteomics approach. Parasitology
146:1467-1476, 2019).

[09] A presente invencéao trata de uma composi¢cao vacinal contendo a
proteina piridoxal kinase recombinante (rPK) usada como imundgeno
associada a saponina como adjuvante de resposta imune. A combinacéo

se mostrou eficaz na protecéo contra a infeccdo causada pela espécie L.
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infantum, causadora de LV. A proteina foi capaz de estimular a
linfoproliferacédo e a maior producéo de IFN-y e menores niveis de IL-4 e
IL-10 em células mononucleares de sangue periférico (PBMCs) de
humanos sadios e de pacientes com LV antes e apds seu tratamento,
demonstrando também sua eficacia contra a doenca nesse hospedeiro
mamifero.

DESCRICAO DETALHADA DA TECNOLOGIA

[010] A presente tecnologia trata de uma composicao vacinal contendo a
proteina piridoxal kinase de Leishmania infantum. A composicdo vacinal
pode ser utilizada para profilaxia contra leishmaniose visceral.

[011] Mais especificamente, a composi¢cdo vacinal compreende proteina
piridoxal kinase de Leishmania, ou seus epitopos correspondentes, e
adjuvantes farmacéutica e farmacologicamente aceitaveis. A proteina
piridoxal kinase de Leishmania pode ser definida pela SEQ ID N° 1.

[012] Os adjuvantes na composicao vacinal proposta devem estimular
resposta imune do tipo Thl sendo, preferencialmente, saponina e
moléculas de lipossomas compostos por 1,2-dipalmitoyl-sn-3-
phosphocholine (DPPC) e colesterol.

[013] A composicao vacinal pode ser administrada pelas vias oral,
subcutanea, intradérmica, nasal, intramuscular, intravenosa, e/ou como
dispositivo que possa ser implantado e/ou injetado.

[014] A composicdo vacinal pode ser utilizada para tratamento e/ou
prevencao da leishmaniose visceral em cées e humanos.

[015] A presente techologia pode ser mais bem compreendida pelos
exemplos que se seguem, nédo limitantes.

EXEMPLO 1. PRODUCAO DA PROTEINA RECOMBINANTE

[016] O gene que codifica a proteina PK (XP_001466975.1) em L.
infantum foi comercialmente sintetizado no vetor pET-28a (+)-TEV usando

as enzimas BamHI e EcoRI (Genscript®, USA). O plasmideo
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recombinante pET-28a (+)-TEV/PK foi transformado em células
Escherichia coli BL21 (Agilent Technologies, EUA) e a expressao da
proteina foi realizada apdés a inducdo com isopropil [(-D-1-
tiogalactopirandsido (IPTG; 0,1 mM; Sigma-Aldrich, USA) por 3 h a 37°C
e com agitacdo a 200 x g por minuto. As células foram rompidas por seis
ciclos de ultrassom, com ciclos de 30 segundos cada (38 MHz), seguidos
por cinco ciclos de congelamento e descongelamento. A proteina
recombinante foi purificada em uma coluna de afinidade HisTrap HP (GE
Healthcare Life Sciences, Nova Jersey, EUA) ligada a um sistema AKTA.
As fracdes eluidas foram concentradas em filtros Amicon® ultra-15, com
limite de peso molecular de 10.000 (NMWL, Millipore, Alemanha), e
purificadas em coluna de filtracao de gel SuperdexTM 200 (GE Healthcare,
EUA). A proteina foi passada através de uma coluna de polimixina-
agarose (Sigma-Aldrich, USA), a fim de se remover qualquer contetdo
residual de endotoxina (Quantitative Chromogenic Limulus Amebocyte
Assay QCL-1000, BioWhittaker, MD, USA).

EXEMPLO 2. AVALIACAO DA LINFOPROLIFERACAO E PRODUCAO
DE CITOCINAS POR PBMCS HUMANOS

[017] Com o objetivo de avaliar a resposta linfoproliferativa de PBMCs
humanos, as células de individuos sadios e de pacientes com LV antes e
apos o tratamento foram purificadas, quantificadas e estimuladas in vitro
com a proteina rPK. Nos resultados, verificou-se que a populacao celular
obtida proliferou em niveis mais elevados quando a proteina foi utilizada
como estimulo, em comparac&do com os valores obtidos nas culturas nao
estimuladas ou estimuladas com SLA dos parasitas. Os niveis de
proliferacao celular de PBMCs de individuos sadios usando a proteina e o
SLA de L. infantum foram de 8.78%+0.44% e 2.35+0.12%,
respectivamente, enquanto que usando células de pacientes com LV antes

do tratamento foram de 4.33%%0.24% e 1.02+0.22%, respectivamente, e
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dos pacientes ap0s o tratamento os valores foram de 6.23%%0.54% e
1.55+£0.20%, respectivamente. A producdo de IFN-y foi maior apos
estimulo com a proteina rPK, quando comparado ao estimulo usando SLA,
conforme pode ser observado na Tabela 1.

[018] Tabela 1. Niveis de producdo das citocinas IFN-y, IL-4 e IL-10
(em pg/mL) em PBMCs humanos. As citocinas foram quantificadas
em sobrenadantes de cultura de PBMCs de pessoas sadias e
pacientes com LV antes e ap0s o tratamento, que foram coletadas e
estimuladas in vitro com rPK ou SLA L. infantum. A média £ desvio

padrédo dos grupos é mostrada.

Citocinas (pg/mL)

Estimulo  IFN-gama IL-4 IL-10
Meio 40.6+5.4 33.2+4.6 28.5+5.2
PBMCs de pessoas sadias (pool) rPK 788.7+23.4  40.1+4.4 35.5+3.4

SLA 212.3+32.2  55.6%6.5 65.5+5.6

Meio 34.5+2.6 34.5+2.6 31.2+3.0

PBMCs de pacientes antes do rPK 322.2+26.6 44.4+3.6 40.6+2.6
tratamento (pool) SLA 113.3+15.5 155.5+23.3 266.6+42.2

Meio 38.8+3.6 37.7+2.7 28.84+4.2

PBMCs de pacientes apds rPK 603.4+20.4 42.2+3.4 47.7+5.6
tratamento (pool) SLA 155.4+13.3 100.3+12.2 125.5+10.2

EXEMPLO 3. AVALIACAO DA IMUNOGENICIDADE ANTES DA
INFECCAO

[019] A imunogenicidade da proteina rPK foi avaliada em camundongos
BALB/c imunizados, por meio da dosagem das citocinas IFN-y, IL-12, GM-
CSF, IL-4 e IL-10 produzidas pelos esplendcitos dos animais, 30 dias apos
a administracdo da ultima dose da vacina. Apos o estimulo in vitro com a
proteina ou com o antigeno soluvel (SLA) de L. infantum, observou-se a
producdo de niveis significativamente elevados de IFN-y, IL-12 e GM-CSF
no grupo dos animais vacinados, em relacdo aos niveis produzidos pelos

esplendcitos dos grupos controle, constituidos por animais que receberam
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saponina ou salina (Tabela 2). Nenhum aumento na producgéo de IL-4 e
IL-10 foi observado em qualquer grupo experimental.

[020] Tabela 2. Niveis de producdo das citocinas IFN-y, IL-12 e GM-
CSF (em pg/mL), antes da infeccdo desafio. As citocinas foram
guantificadas em sobrenadantes de cultura de esplendcitos dos
animais, que foram coletados 30 dias ap6s a administracdo da ultima
dose do imundgeno, e estimulados com rPK ou com SLA de L.

infantum. A média £ desvio padrdo dos grupos € mostrada.

Citocinas (pg/mL)

Estimulo IFN-gamma IL-12 GM-CSF

Meio 35.6+3.3 26.7+3.4 30.5+2.5

Salina rPK 40.5+3.4 36.6+2.5 37.6+3.7
SLA 32.2+2.6 30.2+2.5 26.6+3.2

Meio 40.3+2.6 35.5+3.4 40.3+3.7

Saponina rPK 56.6+3.4 47.7+3.6 50.445.0
SLA 44.5+3.6 41.1+5.4 42.1+3.3

rPK Meio 45.545.5 46.6+4.6 39.8+3.6
rPK 455.4+22.3 133.2+15.4 112.8+13.2

SLA 60.5+11.2 58.846.6 50.8+7.7

Meio 48.7+4.4 42.3+£3.4 47.745.2
rPK/saponina rPK 1.099.0+64.5 232.2+20.3 177.8+12.3
SLA 456.6+£24.3 98.6+10.3 89.6+8.6

EXEMPLO 4. AVALIACAO DA EFICACIA DA VACINA

[021] Quarenta e cinco dias apés a infec¢do desafio, a carga parasitaria
dos grupos foi avaliada no figado, baco, linfonodos drenantes e medula
0ssea dos animais infectados pela técnica de diluicdo limitante. Os
resultados sdo mostrados na Tabela 3. Pode-se observar que os animais
imunizados com rPK/saponina que mostraram reducOes altamente
significativas na carga parasitaria, guando comparado aos demais grupos
experimentais.

[022] Tabela 3. Resultados da carga parasitaria dos animais

imunizados e infectados com L. infantum. A carga parasitaria foi
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determinada por uma técnica de diluicdo limitante, 45 dias apos a
infeccdo desafio. A média + desvio padrédo dos grupos é mostrada.
Dados sé@o provenientes de dois experimentos diferentes, que

apresentaram resultados semelhantes.

Carga parasitaria (em log)

Baco Figado Linfonodos Medula 6ssea
Salina 4.5+0.4 3.840.3 5.6£0.5 2.840.2
Saponina 4.1+0.5 3.4+0.5 4.7+0.4 2.5+0.3
rPK 3.3#0.3 2.740.3 3.1+0.5 1.9+0.5
rPK/saponina 0.9+0.3 0.7+0.2 1.1+0.2 0.3+0.1

EXEMPLO 5. Avaliacdo da resposta imune celular apos a infeccao
[023] A resposta imune celular foi também avaliada apds a infeccéo
desafio. As culturas de esplendcitos dos animais imunizados e infectados
foram estimuladas com rPK ou com SLA de L. infantum, e se procedeu a
dosagem das citocinas IFN-y, IL-12, GM-CSF, IL-4 e IL-10. Nos
resultados, observou-se a producado de niveis significativamente maiores
de IFN-y, IL-12 e GM-CSF no grupo dos animais vacinados com
rPK/saponina, quando comparado aos demais grupos (Tabela 4). Os
animais dos grupos salina e saponina produziram niveis significativamente
maiores de IL-4 e IL-10, principalmente, quando comparado ao grupo
rPK/saponina (Tabela 5).

[024] Tabela 4. Niveis de producéo das citocinas IFN-y, IL-12 e GM-
CSF (em pg/mL), ap6s a infeccdo desafio. As citocinas foram
guantificadas em sobrenadantes de cultura de esplendécitos dos
animais, que foram coletados 45 dias ap6s a infec¢cdo com L.
infantum. Resultados sdo mostrados pela soma dos valores
encontrados nas duas condi¢cdes experimentais ap6s estimulo com
rPK ou com SLA de L. infantum. A média + desvio padrédo dos grupos

€ mostrada.

Citocinas (pg/mL)

Estimulo IFN-gama IL-12 GM-CSF
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Meio 32.242.6 30.2+2.7 25.6+3.1
Salina rPK 43.3£2.7 41.2+43.3 38.7£4.0
SLA 35.5+4.0 35.5+2.6 34.5x4.5
Meio 44.4+3.7 38.7+2.7 42.2+3.6
Saponina rPK 59.7+4.3 49.7+4.2 53.4+3.2
SLA 54.5+4.7 44.5+3.7 48.7+4.5
Meio 54.5+3.6 42.4+3.7 46.5+2.7
rPK rPK 544.3+26.6 145,5+£23.2 144.4+18.8
SLA 188.9+13.4 99.845.4 86.7+£3.6
Meio 50.445.3 46.5+5.0 46.8+3.7
rPK/saponina rPK 1.655.4+102.2 299.8+15.6 213.2+25.6
SLA 887.7+23.4 197.7£15.6 185.6+£16.5

[025] Tabela 5. Niveis de producédo das citocinas IL-4 e IL-10 (em

pg/mL), apos ainfeccdo desafio. As citocinas foram quantificadas em

sobrenadantes de cultura de esplendcitos dos animais, que foram

coletados 45 dias ap0s a infec¢gdo com L. infantum. Resultados séo

mostrados pela soma dos valores encontrados nas duas condi¢des

experimentais ap6s estimulo com rPK ou com SLA de L. infantum A

meédia £ desvio padrdo dos grupos € mostrada.

Citocinas (pg/mL)

Estimulo IL-4 IL-10

Meio 36.3£3.0 43.2+4.5

Salina rPK 44.5+£3.5 50.4+2.3
SLA 244.3+31.1 343.2+24 .4

Meio 35.5+4.0 37.7£2.3

Saponina rPK 40.5£3.3 45.5+2.3
SLA 212.2415.5 288.7£17.7

Meio 27.7+1.3 33.4+3.3

rPK rPK 41.1+3.6 38.846.2
SLA 102.249.8 144.5+13.3

Meio 40.3+3.5 36.6+5.4

rPK/saponina rPK 43.5£5.4 50.3+2.3

SLA 55.6+6.3 59.84+4.5
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REIVINDICACOES

1. COMPOSICAO VACINAL CONTRA LEISHMANIOSE VISCERAL,
caracterizada por compreender a proteina piridoxal kinase de Leishmania
Ou seus epitopos correspondentes e adjuvantes farmacéutica e
farmacologicamente aceitaveis.

2. COMPOSICAO VACINAL CONTRA LEISHMANIOSE VISCERAL,
de acordo com areivindicacédo 1, caracterizada pela proteina piridoxal
kinase ser definida pela SEQ ID N° 1.

3. COMPOSICAO VACINAL CONTRA LEISHMANIOSE VISCERAL,
de acordo com areivindicacao 1, caracterizada pelo adjuvante ser uma
molécula estimuladora do tipo Thl, preferencialmente saponina e
moléculas de lipossomas compostos por 1,2-dipalmitoyl-sn-3-
phosphocholine (DPPC) e colesterol.

4. COMPOSICAO VACINAL CONTRA LEISHMANIOSE VISCERAL,
de acordo com as reivindicagbes 1 a 3, caracterizada por ser
administrada pelas vias oral, subcutanea, intradérmica, nasal,
intramuscular, intravenosa, e/ou como dispositivo que possa ser
implantado e/ou injetado.

5. USO da composicdo vacinal definida pelas reivindicagcbes 1 a 4,
caracterizado por ser para o tratamento e/ou prevencao da leishmaniose

visceral em caes e humanos.
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RESUMO

“COMPOSIGCAO VACINAL CONTRA LEISHMANIOSE VISCERAL E
USO”

A presente tecnologia trata de uma composi¢cdo vacinal contendo a
proteina piridoxal kinase de Leishmania infantum, encontrada conservada
em diferentes espécies do género Leishmania e capaz de estimular
resposta imune protetora do tipo Thl, com a producao de citocinas como
interferon-gama e interleucina-12. A composi¢ao vacinal pode ser utilizada

para a profilaxia contra a leishmaniose visceral no homem e no cao.
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Este anexo apresenta o codigo de controle da listagem de sequéncias
bioldgicas.

Cédigo de Controle

Campo 1

D816 CFAEOSG6DZ7DTCBE

Campo 2

5B 43 6B 184F1FCO030

Outras Informacées:

- Nome do Arquivo: Untitled_ST25.txt
- Data de Geracao do Cédigo: 23/04/2020
- Hora de Geracao do Cdédigo: 18:39:54
- Cédigo de Controle:
- Campo 1: D816CFAEO6D7DCBE
- Campo 2: 5B436B184F1FC030
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