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OBJETO DA INVENCAQ @ oE

O presente relatorio descritivo diz respeito a um pedid Ofiﬁm -
uma Patente de Invengdo, com respeito a um gene quimérico formado das
seqiiéncias de DNA que codificam os determinantes antigénicos de quatro
proteinas de L. infantum, e a proteinas codificadas por dito gene quimérico,
util para a prevengdo ou tratamento da leishmaniose, em particular da
leishmaniose canina. A finalidade 6bvia disto situa-se no uso da seqiiéncia do
gene ou da proteina obtida do gene quimérico para prover composi¢des
farmacéuticas para prevenir ou tratar da leishmaniose, em particular a
leishmaniose canina, que pode estar presente no corpo de um paciente, por
exemplo como uma vacina ou uma preparagdo de anticorpos monoclonais.
Este paciente ndo tem de ser um céo, mas também pode ser um ser humano
que sofra de doengas que envolvam a imunodepresséo. Para se obter isto, sera
produzido um gene quimérico que codifique uma proteina denominada PQ,
consistindo de um produto quimérico origindrio de uma sintese “in vitro” de
um gene quimérico construido “ad hoc”, que contenha cinco dos
determinantes antigénicos de quatro diferentes proteinas. O produto é
configurado como altamente sensivel e especifico para, por exemplo, gerar
uma resposta imune protetora contra a leishmaniose canina, ou para preparar
anticorpos contra a leishmaniose canina.

CAMPO DA INVENCAO

Esta invengdo é de utilidade dentro da industria dedicada a

fabricagdo de produtos farmacéuticos em geral.
FUNDAMENTOS DA INVENCAO

Os protozodrios parasiticos do género Leishmania sdo os

agentes etioldgicos que causam a leishmaniose, uma faixa de doengas que
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tém uma distribui¢do mundial e que si3o caracterizadas no fato de que elas
dado origem a uma ampla variedade de sintomas clinicos.

As principais formas de leishmaniose s@o zoonéticas por
naturéza € os seres humanos s3o considerados como hospedeiros
secundarios.A espécie denotada como L. infantum, amplamente distribuida na
totalidade de muitas areas do Mar Mediterraneo, é a causa da leishmaniose
visceral (LV) nos seres humanos e em caes.

De fato, os cdes infectados com L. infantum sdo a principal
reserva animal deste parasita, particularmente durante longo periodo de
incubag@o antes que os sintomas clinicos possam ser observados.

Os dados epidemioldgicos indicam que existe uma correlagio
direta entre a prevaléncia da leishmaniose canina e a transmissdo do parasita
aos seres humanos. Por esta razdo, é crucial detectar a doenga ou a infecgio
prematuramente em campanhas empreendidas para controlar a expansdo da
doenga.

O parasita é transmitido ao vertebrado hospedeiro como um
promastigoto flagelar, por meio de uma picada de um mosquito da familia
“Phlebotominae”, e o parasita entra nas células dos fagos mononucleares em
que eles se diferenciam e reproduzem como amastigotos dentro da estrutura
fagolisossdmica.

As células infectadas se agrupam em certos tecidos,
principalmente no bago, no figado e nos linfonodos. Estima-se que cerca de
15 milhdes de pessoas sejam infectadas com a leishmaniose, € a cada ano, no
mundo, 500.000 novos casos clinicos aparegam no mundo, principalmente no
mundo subdesenvolvido e em desenvolvimento.

Nos paises do sudoeste da Europa, a leishmaniose visceral
(VL) € uma doenga zoonética causada pela espécie L. Infantum, como foi
anteriormente mencionado. Dados recentes derivados de estudos

epidemiologicos indicam que existe uma incidéncia alarmante desta infecgdo.

5>



15

!

Na Itélia, os dados relatados quanto a incidéncia de VL variam
de 14,4% a 37%, de acordo com a regio.

Em Portugal, mais particularmente na area ao redor de Lisboa,
os indices de soropositivos de 8,4% tém sido observados, e na regido dos
Alpes Maritimos Franceses tém sido observados diferentes centros de
predominancia que variam entre 3,2% e 17,1%.

Na Espanha, a predominincia da leishmaniose depende da
zona em estudo. Na Catalunha, um indice médio de incidéncia de 9,3% tem
sido observado, ndo obstante em alguns pontos quentes uma predominancia
de cies infectados de até 18% tenha sido observada.

Na Ilha de Malorca, o indice de incidéncia é de 14%, e outros
indices que tém sido observados sdo: 2,4% em Murcia, 8,8% em Granada, de
10 a 15% em Salamanca, 5,25% na provincia de Madri, ¢ de 14% em
Caceres.

Embora o numero de casos de VL em seres humanos,
causados por L. infantum possam ser considerados relativamente baixos, o
elevado percentual de pacientes com imunodepressdo que se tornaram
infectados por leishmania pode estar relacionado ao alto nivel desta doenga
em caes.

De fato, no Sul da Europa, 50% dos adultos que s3o infectados
por leishmaniose s3o também pacientes infectados com o virus de HIV. Por
outro lado, de acordo com estes dados de infec¢do simultdnea de leishmania-
HIV, tem-se estimado que o nivel de infecgdo (por parasitas) pode ser de uma
ou duas ordens de grandeza mais elevado do que este nimero, devido a
existéncia de um grande nimero de infecgdes ndo detectadas.

Uma caracteristica comum dos diferentes tipos de infecgdo de
Leishmania é que ela induz a uma forte resposta humoral no hospedeiro.
Portanto, os processos de diagnéstico com base em técnicas soroldgicas sdo

presentemente os mais amplamente usados.
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Foi descrito que estes anticorpos sdo detectados mesmo
durante a fase assintomatica da doenga em infec¢des naturais e
experimentais.

A sensibilidade e especificidade destes processos dependem
do tipo, da fonte e da pureza do antigeno usado. Em processos imunoldgicos
que s3o correntemente comercializados, promastigotos completos e
prepara¢des mais ou menos preparadas destes, sdo usadas como uma fonte de
antigeno. Este processo normalmente conduz a reagdes cruzadas com o soro
de pacientes que estejam padecendo de lepra, tuberculose, tripanosomiase,
doenga de Chagas, malaria e outras parasitoses.

A sensibilidade e especificidade dos processos soroldgicos
dependem do tipo, da fonte e da pureza do antigeno empregado. Durante os
ultimos anos, um grande numero de antigenos da Leishmania tem sido
caracterizado, alguns deles podendo ser considerados como proteinas
especificas para o parasita.

Entre estas proteinas especificas para o parasita, a protease de
superficie GP63, a glicoproteina gp46 de superficie € a proteina KMP-11
associada com lipofosfoglicano, merecem uma mengéo.

Um grupo adicional de antigenos da Leishmania é formado de
proteinas evolucionariamente conservadas, tais como a cinesina, as proteinas
termicamente induzidas, a actina e a tubulina.

Como parte de uma estratégia para desenvolver um sistema
diagnoéstico sorologico especifico para a leishmaniose canina, um projeto
com base em laboratério foi empreendido para identificar os antigenos de L.
infantum, por meio de uma pesquisa de imunodetecgdo de uma biblioteca de
expressio para genes de L. infanctum, usando-se soro de cdes com
leishmaniose visceral ativa.

Foi observado que a maioria dos antigenos isolados por este

processo pertence a familia de proteinas conservadas no decurso de evoluggo.

fele
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A identifica¢do dos epitopos B destes antigenos indica, no entanto, que, em
todos os casos, os determinantes antigénicos foram localizados em regides
que n3o eram bem conservadas.

Em particular, as proteinas ribossdmicas acidas LiP2a e LiP2b
sdo reconhecidas por mais do que 80% dos soros de VL.

Tem sido confirmado que estas proteinas contém
determinantes antigénicos especificos da doenga, € que as proteinas
recombinantes LiP2a e LiP2b, das quais um fragmento tenha sido removido,
podem ser usadas como um instrumento especifico capaz de distinguir entre a
VL e a doenga de Chagas.

Tem sido observado também que a proteina ribossdmica PO
de L. infantum, muito altamente conservada na escala evoluciondria, ¢
reconhecida por um alto percentual de soros de VL de cdes. Além disso, os
determinantes antigénicos sd@o observados exclusivamente no término C da
proteina, o que eqiiivale a dizer, na regido em que foi fracamente conserva no
decurso da evolug3o.

Foi observado que, em 78% dos soros de VL de c3es, os
anticorpos contra a proteina H2A estdo também presentes, e foi confirmado
que, a despeito da identidade da seqiiéncia em todas as proteinas H2A entre
0s organismos eucarifticos, a resposta humoral a esta proteina nos soros de
VL é particularmente provocada por determinantes especificos a proteina
H2A da Leishmania.

Os determinantes antigénicos reconhecidos pelos soros de VL
de cées sdo encontrados em ambos os términos da proteina H2A.

A solug3o Obvia para o problema correntemente encontrado
nesta técnica deveria ser possuir-se uma invengao que permitisse a montagem
de um gene quimérico sintético que contivesse as regides de DNA
codificando os determinantes antigénicos especificos para as proteinas LiP2a,

LiP2b, LiPO e H2A, com vistas a construir uma proteina rica em
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determinantes antigénicos.

No entanto, tanto quanto seja do conhecimento do requerente,
ndo existe presentemente nenhuma invengao que contenha as caracteristicas
descritas como ideais, com vistas a alcangar-se o objetivo desejado. Este
objetivo é a construgdo de uma proteina rica em determinantes antigénicos,
que se originem da montagem de um gene sintético quimérico que contenha
as regides de DNA codificando os determinantes antigénicos especificos as
proteinas acima mencionadas.

DESCRICAO DA INVENCAO

Em um primeiro aspecto, a invengdo diz respeito a um gene
quimérico formado pelas seqiiéncias de DNA que codificam determinantes
antigénicos de quatro proteinas de L. infantum, \teis para prevenir ou tratar a
leishmaniose canina.

Em um outro aspecto, a invengdo diz respeito a uma proteina
codificada pelo dito gene quimérico, contendo um ou mais dos determinantes
antigénicos de quatro proteinas de L. infantum codificadas pelo gene
quimérico.

A invengdo ainda diz respeito a um processo para prevenir
e/ou tratar leishmaniose canina em um ser humano ou um animal. Neste
processo terapéutico, o gene quimérico da invengio ou a proteina codificada
por ele podem ser usados. Igualmente, os anticorpos contra a proteina
codificada pelo gene quimérico da invengdo, ou uma sua parte antigénica, tal
como um epitopo, podem ser usadas.

Em outros aspectos, a invengdo diz respeito a composigdes
farmacéuticas para a prevengdo e/ou tratamento, em seres humanos e/ou
animais, de leishmaniose, compreendendo uma substdncia ativa derivada, ou
direcionada contra, o gene quimérico da invengdo e/ou a proteina codificada
por ele, ou partes dele. A substancia ativa é preferivelmente tal que ela pode

ser usada em uma composi¢do farmacéutica para o tratamento e/ou prevengio

Y
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da leishmaniose.

Em particular, a composigdo farmacé€utica serd em uma forma
de uma vacina, contendo a proteina codificada pelo gene quimérico da
invengdo, ou uma ou mais de suas partes, contendo um ou mais dos
determinantes antigénicos da proteina codificados pelo gene quimérico da
invengio.

Assim sendo, em um outro aspecto, a invengdo diz respeito a
uma composi¢do farmacéutica para a prevengdo e tratamento, de seres
humanos ou de animais, de leishmaniose, formada:

a) pela proteina Quimera Q, ou uma variante desta proteina
contendo modificagdes ou substituigdes de aminoacidos preservados
administrados a um paciente (humano ou animal), ou

b) pela proteina Q na forma isolada ou combinada com
qualquer adjuvante fisiolégico pela via intraperitoneal, subcutanea ou
intramuscular.

A invengdo também diz respeito a uma vacina que seja capaz
de estimular a produgdo de anticorpos que reconhegam o parasita da
leishmania, formada:

a) pela proteina Quimera Q ou uma variante desta proteina,
que difira da proteina Q nos aminoécidos preservados, administrada a um
paciente (humano ou animal), ou

b) pela proteina Q na forma isolada ou combinada com um
adjuvante fisiolégico pela via intraperitoneal, subcutidnea ou intramuscular.

Além disso, a invengdo diz respeito a uma composi¢do
farmacéutica para a preveng@o e tratamento, de ser humano ou animal, de
leishmaniose, formada:

a) pela proteina Q, ou uma variante desta proteina contendo
modificagdes ou substitui¢des de aminoacidos preservados, combinada com a

proteina LiHsp70, completa ou fragmentada, administrada a um paciente

38
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(humano ou animal), ou

b) pela proteina Q na forma isolada ou combinada com um
adjuvante fisioldgico pela via intraperitoneal, subcutanea ou intramuscular.

Em ainda outro aspecto, a invengdo diz respeito a uma
composi¢do farmacéutica para a prevengdo e tratamento, de ser humano ou
animal, de leishmaniose, formada:

a) por qualquer vetor d¢e DNA conduzindo a seqiiéncia que
codifica para a proteina Quimera Q, ou uma variante daquela seqiiéncia que
contenha modificagdes ou substituigdes de nucleotideos que codificam para
aminoécidos preservados, administrado a um paciente (humano ou animal),
ou

b) por um vetor de DNA que contenha a proteina Q
combinada com um adjuvante fisiolégico, administrado pela via
intraperitoneal, intramuscular ou subcutinea.

Outro aspecto da inveng¢do diz respeito a uma composigdo
farmacéutica para a prevengio e tratamento, de ser humano ou de animal, da
leishmaniose, formada:

a) por qualquer vetor de DNA carregando:

1) a seqiiéncia que codifica para a proteina Quimera Q, ou
uma variante daquela seqiiéncia que contenha modificagdes ou substituigdes
de nucleotideos que codificam para os aminoacidos preservados, e

2) a seqiiéncia de nucleotideos que codifica para a proteina
LiHsp70 ou variantes desta que difiram com respeito aos aminoacidos
preservados, administrada a um paciente (ser humano ou animal), ou

b) por qualquer vetor que contenha a seqiiéncia de DNA que
codifica para a proteina Q como definido sob a), administrado com um
adjuvante fisioldgico pela via intraperitoneal, intramuscular ou subcutanea.

Em uma outra modalidade, a composi¢do farmacéutica da

\

inveng3o compreende anticorpos direcionados a proteina codificada pelo

92
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gene quimérico da invengio, ou partes deste.

As preparagdes farmacéuticas da inven¢ao podem ainda conter
todos os adjuvantes, solventes, tampdes etc., por si conhecidos para
composi¢des farmacéuticas e/ou vacinas.

Em um outro aspecto, a invengdo diz respeito a um processo
para o tratamento ou prevengao da leishmaniose, usando-se uma composi¢ao
farmacéutica ou uma vacina de acordo com a inven¢io, ou uma preparagao
que compreenda anticorpos dirigidos contra a proteina codificada pelo gene
quimérico da inveng&o.

Este processo geralmente compreendera administrar uma
substancia ativa dirigida contra o gene quimérico ou a proteina a um ser
humano ou animal, tal como um c@o, em uma quantidade farmaceuticamente
ativa.

Para a prevengdo da leishmaniose, uma vacina
compreendendo a proteina codificada pelo gene quimérico, ou codificando
uma ou mais partes da dita proteina compreendendo um ou mais dos
determinantes antigénicos, sera administrada a um ser humano para eliciar
uma resposta imune protetora.

A administragdo das preparagdes, anticorpos e€/ou vacinas da
inven¢do podem ser realizadas em uma maneira por si conhecida, tal como
oralmente, intramuscularmente, intravenosamente, subcutaneamente, por
infus3o (gotejamento), etc. Preferivelmente, a preparagdo ou uma vacina é
injetada, enquanto, quanto a uma preparagdo de anticorpos, uma infusdo pode
ser usada.

Deve ser observado que, quando € aqui feita referéncia ao
gene quimérico da invengdo, esta expressdo também abrange as seqii€éncias
de 4cido nucleico que podem hibridizar com a seqii€éncia mencionada abaixo
sob condigdes de hibridizagdo moderadas ou severas.

Neste contexto, as condigdes de hibridizagdo heteréloga
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podem ser como segue: hibridizagdo em 6 x SSC (20xSSC por 1000 ml :
175,3 g de NaCl, 107,1 g de citrato de sddio.SH,O, pH 7,0), SDS 0,1%,
pirofosfato de sodio a 0,05%, 5* solugdo de Denhardt [100 x solugdo de
Denhardt por 500 ml : 10 g de Ficoll-400, 10 g de polivinil pirrolidona, 10 g
de soro albumina bovino (Pentax Fraction V)] e 20 pg/ml de DNA de
esperma de arenque desnaturado a 56°C por 18 a 24 horas, seguido por duas
lavagens de 30 minutos em 5 x SSC, SDS a 0,1% a 56°C e duas lavagens de
30 minutos em 2 x SSC, SDS 0,1% a 56°C.

Por exemplo, as seqiiéncias que podem hibridizar com a
seqiiéncia mencionada abaixo incluem as seqiiéncias de DNA mutante que
codificam as proteinas com a mesma fungéo bioldgica da proteina codificada
pela seqiiéncia aqui abaixo mencionada. Tais seqii€ncias mutantes podem
compreender uma ou mais dele¢Ges, substituigdes e/ou adigdes de
nucleotideos as seqiiéncias mencionadas abaixo. Preferivelmente, as
seqiiéncias mutantes ainda terdo pelo menos 50%, mais preferivelmente pelo
menos 70%, ainda mais preferivelmente mais do que 90% de homologia de
nucleotideos com a seqiiéncia aqui fornecida abaixo.

A expressio gene quimérico como aqui empregada também
abrange as seqiiéncias de acido nucleico que compreendem uma ou mais
partes da seqiiéncia aqui abaixo mencionada. De preferéncia, tais seqiiéncias
compreendem pelo menos 10%, mais preferivelmente pelo menos 30%, mais
preferivelmente pelo menos 50% da seqiiéncia de nucleotideos dada abaixo.
Tais seqiiéncias podem compreender um fragmento contiguo da seqiiéncia
aqui abaixo mencionada, ou dois ou mais fragmentos da seqiiéncia dada
abaixo que tenham sido combinados e/ou incorporados em uma seqiiéncia
singular de DNA.

Deve ser observado que, quando € aqui feita referéncia a uma
proteina codificada pelo gene quimérico da invengdo, este termo também

inclui proteinas mutantes que ainda tenham essencialmente a mesma fungdo
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bioldgica. Tais proteinas mutantes podem compreender uma ou mais
delegdes, substituigdes e/ou adigdes de aminodcidos, em comparagdo com a
proteina codificada pela seqiiéncia mencionada abaixo. Preferivelmente, as
proteinas mutantes ainda tém pelo menos 50%, mais preferivelmente pelo
menos 70%, ainda mais preferivelmente mais do que 90% de homologia de
aminoacido com a seqiiéncia aqui abaixo fornecida.

O termo proteina também abrange fragmentos da proteina
codificada pelo gene quimérico da inveng3o. Tais fragmentos preferivelmente
ainda apresentam a atividade biolégica da proteina completa.
Preferivelmente, tais proteinas compreendem pelo menos 30%, mais
preferivelmente pelo menos 50% da seqiiéncia de aminoacidos da proteina
completa. Igualmente, dois ou mais fragmentos da proteina completa
codificados pelo gene quimérico da invengdo podem ser combinados para
formar uma proteina singular.

Mais especificamente, a invengdo diz respeito a um gene
quimérico formado pelas seqiiéncias de DNA que codificam determinantes
antigénicos de quatro proteinas de L. infantum, codificando uma proteina til
para fins farmacoldgicos, em particular para a prevengo e/ou tratamento da
leishmaniose, em particular a leishmaniose canina, e obtengdo do produto
final ou a construgdo do gene quimérico que codifica um polipeptideo que
contenha todos os determinantes antigénicos selecionados, caracterizado pelo
fato de que usa uma estratégia de clonagem em que o clone que expressa a
proteina rLiPO-Ct-Q seja usado como um vetor inicial, € a este vetor, por
meio do uso de sitios de restri¢io adequados, fragmentos de DNA sejam
subseqiientemente adicionados, que codifiquem as proteinas LiP2a-Q, LiP2b-
Q, LiH2A-Ct-Q, LiH2a-Nt-Q e, apds cada etapa de clonagem, a orientagdo
correta de cada um dos insertos seja deduzida e o tamanho dos produtos de
expressdo, a seqiéncia de aminoacidos deduzida completa da proteina de

fusdo final, pPQV, expressa no vetor pMAl, seja:
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MBP IEGRPLTPRSAKKAVRKSGSKSARCGLIFPVGRVGGMMRRGYARRIGA 50
SGAPRISEFSVKAAAQSGKKRCRLNPRTVMLAARHDDDIGTLLKNVTLSHSGVV 140
PNISKAMAKKKGGKKGKATPSAPEFGDSSRPMSTKYLAAYALASLSKASPSQAD 157
VEAICKAVHIDVDQATLAFVMESVTGRDVATLIAEGAAKMSAMPAASSGAAAGY 211
TASAAGDAAPAAAAAKKDEPEEEADDDMGPSVRDPMQYLAAYALVALSGKTPSK 265
STAGAGAGAVAEAKKEEPEEEEMDDMGMAMAPAAPSAAAKAAPEESD 374
EDDFGMGGLF (SEQ ID NO.3)

A inven¢do também diz respeito a uma composi¢do
farmacéutica para a prevengdo € tratamento, em seres humanos ou em
animais, da leishmaniose, formada:

a - pela proteina Quimera Q, ou uma variante desta proteina,
que contenha modificagdes ou substituigdes de aminoacidos conservados,
administrada a um paciente (humano ou animal), ou

b - na forma isolada ou junto com qualquer adjuvante
fisiolégico através das vias intraperitoneal, subcutinea ou intramuscular.

Igualmente, a invengdo diz respeito a uma vacina capaz de
estimular a produ¢do de anticorpos que reconhe¢am o parasita da
Leishmania, formada:

a - pela proteina Quimera Q, ou uma variante desta proteina,
que difira da proteina Q nos aminoacidos conservados, administrada-a um
paciente (humano ou animal), ou

b - na forma isolada ou junto com qualquer adjuvante
fisiolégico através das vias intraperitoneal, subcutinea ou intramuscular.

Outro aspecto da invengdo compreende uma composi¢io
farmacéutica para a prevengdo € tratamento, em seres humanos ou animais,
de leishmaniose, formada:

a - pela proteina Q, ou uma variante desta proteina, que
contenha modificagdes ou substituigdes de aminodcidos conservados, ligados
a proteina LiHsp70, completa ou fragmentada, administrada a um paciente

(humano ou animal), ou
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b - na forma isolada ou junto com qualquer adjuvante
fisioldgico através das vias intraperitoneal, subcutidnea ou intramuscular.

Uma outra composi¢do farmacéutica da invengido para a
prevengio e tratamento, em seres humanos ou animais, da leishmaniose, pode
ser formada:

a - por qualquer vetor de DNA carregando a seqiiéncia que
codifica a proteina Quimera Q, ou uma variante desta seqiiéncia, que
contenha modificagGes ou substitui¢des de nucleotideos que codificam para
os aminoacidos conservados, administrado a um paciente (humano ou
animal), ou

b - pelas vias intramuscular ou subcutanea.

Em outro aspecto, a invengdo diz respeito a uma composig¢@o
farmacéutica para a prevengio € tratamento, em seres humanos ou animais,
de leishmaniose, formada:

a - por qualquer vetor de DNA carregando 1) a seqiiéncia que
codifica a proteina Quimera Q, ou uma variante desta seqiiéncia que contenha
modificagdes ou substituices de nucleotideos que codificam para
aminoécidos conservados, e 2) a seqiiéncia que codifica a proteina LiHsp70,
ou variantes dela, que difira nos aminoacidos conservados, administrada a um
paciente (humano ou animal), ou

b - pela via intramuscular, subcutanea ou intramuscular.

A invengdo igualmente diz respeito a uma seqiiéncia de
nucleotideos € a uma proteina util para fins farmacolégicos, em particular
para a prevengdo e/ou tratamento da leishmaniose, em particular a
leishmaniose canina, tendo a seqiiéncia de DNA e de aminoacidos mostrada
abaixo, expressa no vetor PQ31. A seqiiéncia de aminoacidos contém um
fragmento do vetor (AA 1 a 37). O restante da seqiiéncia de aminoacidos €
idéntica aquela da SEQ ID NO: 3, exceto na por¢do de MBP e nos primeiros

sete aminoacidos (AA 1 a 7):



ATG
Met

46

Ser

9
GAG
Glu

136
CGC
Arg

181
GTG
val

226
CGC
Axg

271
MG
Lys

AGA GGA
Arg Gly

TCG AAC
Ser Asn

Gly Axg

AAG AGC
lys Ser

GGC CGC
Gly Azrg

ATC 6GT
Ile Gly

GCG GCC
Ala Ala

TCT
Ser

CCT
Pzro

Gly

GTC
val

GCC
Ala

GCG
Ala

CAC GAC
Bis His

AAC ARC
Asn Asn
20

TTA GCT
Leu Ala
35

TCC AAG
Ser Lys
50

GGC GGG
Gly Gly
€5

TCT GGC
Ser Gly
80

CAG AGC
Gln Serxr

ACT

TCC
Ser

ATG
Met

GCC
Ala

Gly

AAC
Asn

CCT
Pro

GCG
Ala

ATG
Met

cce
Pro

AAG
Lys

CAC CAC
His His
10

ART ARC
Asn Asn
25

CGC AGC
Arg Sar
40

ARA TGT

Lys Cys
55

CGC CGC
Arg Arg
70

AGG ATT

Arg Ile
85

AAG CGG

AAC
Asn

GCC
Ala

Gly

Gly

TCA
Ser

TGC

GAT

ARC
Asn

AMG
Lys

C?6
Len

CGC

Lys Axg Cys Arxg

[o{a]c]
Pro

CTC
Leu

ARG
Lys

ATC
Ile

TAC
Tys

T7TC
Phe

CT6
Leu

TCC
Ser

45
GCG
Ala

15

S0
ATC
Ile

30

135
GTC
Val

45

180
ccG
Pro

€0

225
CGC
Arg

75

270
GTG
Val

90

318
CCG
Pro

Los



316
CGC
Arg

361
CTT
leu

406
ATC
Ile

391
GCG
Ala

496
ACC

541
TCC
Ser

596
ATC
Ile

641
ACG
Thr

676
ATG
Mat

721
ACT
Gly

766
AAG
Thr

AcCC
Thr

CTG
Leu

Ser

Lys

cCe
Pxo

GAC

Gly

Ser

GCT

AAG
Ala

GTG
Val

Lys

Lys

cce
Pro

TAC
Tyxr

TCT
Ser

GTC
val

cGC
Arg

GCG
Ala

TCcC
Ala

Sex

ATG
Met

AAC
Asn

GCG
Ala

AGC
Ser

cIC
Leu

Gln

GAC
Asp

ATG
Mot

GAG
Ala

Ss

CTG
Leu
110

GTG
val
125

ATG
Met
140

GCG
Ala
155

GCC
Ala
170

GCe
Ala
185

CAG
Gln
200

GTG
val
215

cCG
Pro
230

GCG
Pro
245

cce
Ala
260

GCcC
Ala

ccc
Pro

GCG
Ala

GCce
Ala

GCC
Ala

GCG
Ala

GGT
Ala

Glu

15

GCG
Ala

AAG
Lys

Glu

TAC

GTG

Val

ACC

GCC

Ala

GAT

Ala

Glu

cGe
Arg

TCT

Lys

T7C
Phe

cTC
Leu

CTG

Sex

AAG
lys

Gly

CT6
Leu

GCT
Ala

GCC
Ala

ATC
Ile

TCT
Ser

145

TCC
160
GCc

Ala
178

ATC
Ile
190

Phe
205

GCG

220

Gly
235

CCG

GAC
Asp

Gly

Gly

TCcT
Sar

GAG
Glu

GCce
Ala

GCT
Lys

GAC
Asp

GAC
Asp

GTT
val

CTG
Leu

Lys

ATG
Met

Gly

GCT
Ala

Gcce
Lys

GAC
Asp

ATC
Ile

GTG
Val

AAG
1ys

ccc
Pro

AGC
Ser

GCC
Ala

Glu

GCC
Ala

GCT
Ala

GCC

ATG
Met

Gly

CCG

Pro

Gly

ATG
Met

GIC

val

Ser

GCG

Ala

Gly

Glu

Gly

105

360
ACG
Thr
120

405

Aan
135

450
ARG
Lys
150

495
TCcC
Saz
165

540
GCG
Ala
180

585
(o3 Vot
His
195

630
GTT
val
210

€75

Lys
225

720
cTc
Val
240

7658
GCG
Pxro
rii

810
cce
Pro
270

Log



811
TCcT
Sexr

asé
GCG
Ala

AGA
Arg

CTG
Leu

901 -

Cc16
Leu

946
GIC
val

991

Glu

Lys

TTC
Phe

Gly

1036

GGC
Gly

GCT
Ala

1081

Ala

Lys

1136

GGC
Gly

cce
Pro

1171

AGC
Sex

TTC
Phea

GCC
Ala

GGC
Cly

1257
AGCCTCCTTG TGGTGCGCTT GAGGTGCTCT CGCTCTGCYT CTCCTTGCAG 1306

1307
TGTTGGCTGA CTCTGGCGGG TATGTGCCGT CGCATTACAC CCACCTCTCC 1356

1387
CACCCCTTTG CCCTACGCGC TCGCATGCGC AATCCGTGAA TCATCGAGGG 1406

GTC
Val

TCT
Sex

GCC
Ala

Gin

AAG
Lys

GTC
val

Ala

Asp

Gly

GCC
Ala

Glu

TCC
Sar

Glu

GAC

Ala

GGC
Gly

cce
Pro
275

ARG
Lys
290

Gly
305

GTG
val
320

Lys
33s

Thr
350

GAG
Glu
365

CTG
Leu
380

Lys
398

GGT
Gly
410

ATG
Met

ACG
Thr

GIT
val

Glu

CTG
Leu

GCT
Ala

ccc
Pro

GAG
Glu

CcTC
Leu

16

ccGe
Pro

GGC
Gly

GTG
Val

Gly

GAG
Glu

cece
Pro

Glu

TIC
Phe
412

TAC CIC GCC
Tyr Leu Ala
280

TCG AMAG GCG
Ser Lys Ala
295

GTG GAT GCC
Val Asp Ala
315

ARG AGC TIC
Lys S8er Phe
325

GGC TCT GGC
Gly Ser Gly
340

GCC GGC GC?T
Ala Gly Ala
3ss

GAG GAG GAG
Glu Glu Glu
370

GCC GCT GCC
Ala Ala Ala
388

CCG GAG GAG
Pro Glu Glu
400

GCG
Ala

TCC
Ser

TCT
Ser

Gly

GCC
Ala

GCG
Ala

AGC
Ser

TAC

GTT
Val

CcGC

GCG
Ala

GCC
Ala

GCG
Ala

GAT

[ole/c]
Pro

GAC
Asp

GCC
Ala

Gln

GTG
val

CTG
Leu

GCT
Ala

GTG
val

GCC
Ala

GAG
Glu

TAAGCGACTC GCCATCTCTT

855
CrC GTG

900
GCT GTC
Ala Val
300

945
GAT GCC
Asp Ala
315

990
GTG GCC

330

1035
CCT GCT
Pro Ala

345

1080
GCC GAG
Ala Glu

360

1125
GAC ATG

Asp Net
375

1170
GCC CCT
Ala Pro

390

1218

Asp Asp
405

1256

Loy
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1407
AAGTCTCTCT GGGTGGCAGT GGGTAAGCTT 1436
(SEQ ID NO.1 and SEQ ID NO.2)

ou um seu mutante ou fragmento que possam ser usados para gerar uma
resposta imune protetora em um ser humano ou animal contra a leishmaniose,
e a uma composi¢do farmacéutica para a prevengdo € tratamento, em seres
humanos ou animais, da leishmaniose, compreendendo esta proteina ou um
seu mutante ou fragmento que possam ser usados para gerar uma resposta
imune protetora em um ser humano ou animal, contra a leishmaniose. Esta
proteina € derivada da inser¢do do gene PQV no vetor de expressdo pQE31.
Aqui, dito gene quimérico preferivelmente codifica um polipeptideo gerado
com um peso molecular de 38 kD e um ponto isoelétrico de 7,37.

Igualmente, a invengdo diz respeito a uma vacina capaz de
estimular a produgdo de anticorpos que reconhegam o parasita da
Leishmania, compreendendo a proteina mencionada acima ou um seu
mutante ou fragmento que possam ser usados para gerar uma resposta imune
protetora em um ser humano ou animal, contra a leishmaniose.

Um outro aspecto da invengdo abrange uma composi¢do
farmacéutica para a prevengdo e tratamento, em seres humanos ou animais,
de leishmaniose, compreendendo anticorpos dirigidos contra a proteina acima
mencionada ou um seu mutante ou fragmento, preferivelmente contendo um
ou mais determinantes antigénicos, tais como um epitopo.

A inven¢do ainda diz respeito a um processo para a prevengao
ou tratamento da leishmaniose em um ser humano ou animal, compreendendo
administrar ao ser humano ou animal uma composi¢do farmacéutica como
descrito acima, ou a um processo para prevenir a leishmaniose em um ser
humano ou animal, compreendendo administrar a0 ser humano ou animal
uma vacina conforme descrito acima.

O gene quimérico formado das seqiiéncias de DNA que
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codificam os determinantes antigénicos de quatro proteinas de L. infantum € a
proteina obtida, util para prevenir e/ou tratar a leishmaniose, que a invengdo
propde, por seu direito nato, constitui uma novidade ébvia dentro de seu
campo de aplicagdo, ja que, de acordo com a invengdo, um gene quimérico
sintético é produzido, o qual é obtido por montagem, contendo a regido de
DNA que codifica os determinantes antigénicos especificos as proteinas
LiP2a, LiP2b, LiPO e H2A, assim construindo uma proteina rica em
determinantes antigénicos. O gene quimérico obtido € expresso em
Escherichia coli e o produto foi analisado em relagdo as suas propriedade
antigénicas. Os resultados confirmam que esta proteina quimérica mantém
todos os determinantes antigénicos das proteinas precursoras € que ela
constitui um elemento relevante farmaceuticamente 1til para VL canina, com
uma sensibilidade que oscila entre 80% a 93%, e uma especificidade entre
96% a 100%.

Mais particularmente, o gene quimérico formado pelas
seqiiéncias de DNA que codificam os determinantes antigénicos de quatro
proteinas de L. infantum e a proteina codificada por ele, tuteis para a
prevengdo e/ou tratamento de leishmaniose canina, e a proteina obtida objeto
da inveng@o, é produzida por meio dos seguintes estagios, a saber:

- Construgio do gene quimérico. Metodologia.

Estratégia de clonagem.

Clonagem de seqiiéncias de DNA que codificam
determinantes antigénicos da proteina histona H2A.

Clonagem das seqiiéncias que codificam rLiP2a-Q e rLiP2b-
Q.

Clonagem da seqiiéncia rLiPO-Q.

Clonagem do gene quimérico.

- Construgdo do gene quimérico da construgdo de produtos

intermediarios.
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Clonagem de epitopos especificos aos antigenos de L.
infantum.

- Construgéo do produto final.

Construgdo do gene quimérico que codifica um polipeptideo
que contém todos os determinantes antigénicos selecionados.

- opcionalmente, expressdo da seqiiéncia assim obtida.

- Avaliag3o do produto final.

Soros.

Purificagéo de proteinas

Eletroforese de proteinas e imunoanalise.

Medig3o por Fast ELISA.

- Avaliagio do produto final.

Propriedades antigénicas.

Sensibilidade e especificidade da proteina quimérica CP no
diagnéstico do soro de VL canina.

A estratégia seguida pela clonagem de seqiiéncias de DNA
que codifica cada um dos determinantes antigénicos selecionados ¢ a mesma
em todos os casos, € em uma primeira etapa, a seqiiéncia de interesse ¢
ampliada por meio de uma PCR e do uso de oligonucleotideos especificos
que contenham alvos para as enzimas de restrigdo nos extremos.

Quanto a etapa de clonagem, o produto amplificado € dirigido

por meio da enzima de restrigdo apropriada e € inserido no sitio de restrigdo

correspondente do plasmideo pUC18.

Apds a sequenciar o DNA, o inserto é recuperado e
subclonado ao sitio de restrigdo correspondente do plasmideo modificado
denominado pMAL-c2. A modificagio € produzida por inser¢ao de um cédon
de terminagdo a jusante do alvo HindIIl no poli-ligador de pMal-c2,
designando o plasmideo resultante pMAL-c2’,

Quanto a clonagem da seqiiéncia de DNA que codifica os
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determinantes antigénicos da proteina histona H2A, deve ser salientado que o
c¢DNA do clone cL71, que codifica a histona H2A de L. infantum, é usado
como um gabarito para as reagdes de PCR, e para a amplificagdo de DNA,
que codifica a regido N-terminal da histona H2A, mais exatamente rLiH2A-
Nt-Q, os seguintes oligonucleotideos sdo usados: sentido 5’-CCTTTAGCTA
CTCCTCGCAGCGCCAAG-3’ (posigdo 84 a 104 da seqiiéncia cL71); anti-
sentido 5’-CCTGGGGGCGCCAGAGGCACCGATGCG-3’ (inverso e
complementar as posigoes 204 a 224 da seqiiéncia cL71).

As seqiiéncias que s3o incluidas nos oligonucleotideos para a
clonagem e que ndo estdo presentes na seqiiéncia precursora cL-71, estdo
marcadas com tipos em negrito.

O fragmento de DNA amplificado ¢ clonado diretamente do
sitio de restrigdo Xmnl de pMAI-c2’.

O fragmento € sequenciado por meio do iniciador #1234
malE, e da regido C-terminal antigénica da histona H2A, em particular
rLiH2A-Ct-Q, é amplificado com os seguintes oligonucleotideos. Estes sdo:

Sentido, 5’-GAATTCTCCGTAAGGCGGCCGCGCAG-3’
(posigdo 276 a 296 da seqiiéncia cL71).

Anti-sentido,  5’-GAATTCGGGCGCGCTCGGTGTCGCC
TTGCC-3’ (inverso e complementar as posigdes 456 a 476 do plasmideo
cL71).

Um tripleto que codifica a prolina (indicado como GGG apés
as letras sublinhadas) é incluido no oligonucleotideo anti-sentido, o sitio de
restrigdo EccRI que é incluido em ambos os oligonucleotideos para clonagem
¢ indicado pelo sublinhado.

Com respeito a clonagem das seqii€éncias que codificam
rLiP2a-Q, deve ser salientado que as regides de interesse s3o ampliadas por
PCR a partir dos cDNAs que codificam LiP2a e LiP2b.

Os oligonucleotideos que sdo usados para construir o clone de
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expressdo LiP2a-Q, sdo os seguintes:
Sentido, 5’-GTCGACCCCATGCAGTACCTCGCCGCGTAC-3’
Anti-sentido, 5’-GTCGACGGGGCCCATGTCATCATCGGCC TC-3’.

Deve ser salientado que os sitios de restrigdo Sall adicionados
aos extremos 5’ dos oligonucleotideos foram sublinhados.

Quando da constru¢do do clone de expressdo LiP2b-Q, os
oligonucleotideos usados foram:

Sentido, 5’-TCTAGACCCGCCATGTCGTCGTCTTCCTCGC C-3°.
Anti-sentido, TCTAGAGGGGCCATGTCGTCGTCGGCCTC-3".

Nos extrémos 5° dos oligonucleotideos, os sitios de restrigdes
sdo incluidos para a enzima Xbal (sublinhados), e devido as necessidades de
clonagem, um tripleto adicional, codificando um residuo de prolina, ¢é
incluido a jusante do sitio de restri¢@o.

Com respeito a clonagem da seqiiéncia rLiPO-Q, deve ser
salientado que a clonagem da seqiiéncia de DNA da regido C-terminal da
proteina PO de L. infantum é realizada pela amplificagdo de um clone de
c¢DNA denominado L27, e os seguintes oligonucleotideos:

Sentido, 5’-CTGCAGCCCGCCGCTGCCGCGCCGGC
CGCC-3’ (posi¢des de 1 a 24 do cDNA L27) e o iniciador da seqiiéncia
pUCI18 (#1211), o DNA amplificado ¢é dirigido pelas enzimas Pstl+HindIII,
com a ultima inser¢do no plasmideo pMAL-c2.

O clone resultante é denominado pPQI e deve ser observado
que o sitio de restri¢éo PstI ¢ incluido no nucleotideo com sentido (seqii€ncia
sublinhada) e que o alvo de restrigdo HindlII esta presente no cDNA L27.

Com respeito a clonagem do gene quimérico, deve ser
salientado que as seqiiéncias de DNA que codificam os cinco determinantes
antigénicos s3o montados em um gene quimérico, e esta montagem ¢é
realizada no clone pPQI, para o qual as regides codificadoras para as regides

antigénicas LiP2a-Q s3o adicionadas seqiiencialmente na dire¢io 3’
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(designando os resultados da clonagem de pPQII), LiP2b-Q (clone pPQIII),
LiH2a-Ct-Q (clone pPQIV) e LiH2A-Nt-Q (clone pPQV).

Finalmente, o inserto obtido apos a digestdo de Sacl+HindIII
do clone final pPQV ¢ inserido no plasmideo de expressio PQE3l,
designando o clone resultante de pPQ.

DESCRICAO DOS DESENHOS

Para completar a descri¢do que estd sendo feita, € com o
objetivo de ajuvante o entendimento das caracteristicas da invengdo, o
presente relatério € acompanhado, como uma sua parte integral, por um
conjunto de desenhos de natureza ilustrativa, que ndo sdo limitativos. O
seguinte € representado:

. Figura 1. Comresponde a expressdo (A), a purificagdo nas
colunas de amilose (B) ¢ a antigenicidade (C: mancha do Oeste; D: ELISA)
de cada uma das proteinas recombinantes fundidas a proteina de ligagdo da
maltose. A figura sob D também apresenta a reatividade no ELISA de cada
uma das proteinas recombinantes relativas a proteina completa.

Figura 2. Representagdo grafica dos diferentes vetores
considerados para se obter o gene quimérico objeto da invengdo, do qual a
proteina pertinente destinada a realizar um diagndstico preciso em animais ou
seres humanos que apresentem sintomas de leishmaniose, serd extraida.

Figura 3. Corresponde & identificagdo da proteina obtida do
gene quimérico fundido a proteina MBP, cuja preparagdo ¢ representada na
Figura 2.

Figura 4. Corresponde a expressio (A), purificagdo em
colunas de amilose (B) e a antigenicidade (C: mancha do Oeste; F: ELISA)
dos intermediarios e da proteina quimérica final fundida & proteina de ligag¢do
da maltose (PQI-PGV). A figura também representa a expressdo da proteina
quimérica (D coluna 1), purificagéo em colunas de agarose Ni-Nt (D coluna

2) e a antigenicidade da proteina purificada contra um soro da VL (E: mancha
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do Oeste) e contra uma colegéo de soros (F: PQ no ELISA).

Figura 5. Mostra finalmente uma representagdo grafica
sintetizada da reatividade de uma ampla variedade de soros caninos, dividida
em trés grupos. O primeiro grupo contém animais com infec¢io real por L.
infantum. O segundo grupo inclui soro obtido de cides com varios sintomas
clinicos, mas que n3o se acham infectados com Leishménia, e um terceiro
grupo é composto de quinze soros de controle de cdes saudaveis. Esta figura
demonstra o valor da inveng¢do para realizar diagndstico sorolégico da VL.
MODALIDADE PREFERIDA DA INVENCAO

O gene quimérico formado das seqiiéncias de DNA que
codificam os determinantes antigénicos de quatro proteinas de L. infantum,
lteis para o diagndstico soroldgico de leishmaniose canina, € a proteina
obtida que estd sendo proposta, sdo constituidas da construgido de produtos
intermediérios. Em um primeiro exemplo, a clonagem de epitopos especificos
aos antigenos de L. infantum ¢ realizada, o que ¢ configurado na base de
estudos anteriores sobre as propriedades antigénicas de quatro antigenos
protéicos de L. infantum (LiP2a, PiPO, LiP2b, LiH2a), que possibilitam a
existéncia de epitopos B a serem definidos para estas proteinas, € que s@o

especificamente reconhecidos pelos soros caninos de VL.

Com vistas a melhorar a especificidade destes antigenos com

respeito as proteinas de L. infantum, os determinantes antigénicos especificos
s30 clonados destas proteinas. Apos deletar certas regides destas proteinas,
estas podem ser reconhecidas por soros de animais que sejam portadores da
VL e de outras doengas diferentes.

Mediante o uso dos oligonucleotideos especificos e da
amplificagdo por PCR de regiGes especificas aos genes LiP2a, LiP2b, PO e
H2A, s3o construidos diversos clones que expressam as proteinas
recombinantes rLiPO-Ct-Q, rLiP2a-Q, rLiP2b-Q, rLiH2A-Ct-Q e rLiH2 A-Nt-

Q, justamente como foi detalhado na descrigdo da invengdo quanto a
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metodologia, onde os detalhes da clonagem s&o descritos.

As proteinas recombinantes usadas s3o as seguintes:

- rLiPO-Ct-Q, que corresponde aos 30 residuos C-terminais da
proteina ribossdomica LiPO.

- rLiP2a-Q e rLiP2b-Q, que s3o derivadas das proteinas
ribossomicas LiP2a e LiP2b, respectivamente.

- Duas sub-regides da histona H2A, que correspondem aos 46
residuos de término N (xLiH2A-Nt-Q), e aos 67 residuos de término C
[residuos (xLiH2A-Ct-Q)].

Cada uma das proteinas recombinantes fundidas a proteina de
ligagdo da maltose (MBP) ¢ expressa em E. coli, conforme representado na
Figura nimero 1A, e elas foram purificadas por cromatografia de afinidade
em uma coluna B de amilose. Depois, 0 processo de eletroforese de
purificag3o foi realizado nas proteinas recombinantes (colunas 1 a 5).

Com o objetivo de analisar se as proteinas recombinantes
foram reconhecidas pelos soros caninos de VL, um Western-blot foi
incubado, contendo as proteinas recombinantes em uma mistura de trés soros
caninos de VL. Dado que todas estas proteinas sdo reconhecidas pelos soros,
conclui-se que os determinantes antigénicos presentes nas proteinas
precursoras s30 mantidos nas proteinas recombinantes (C).

As propriedades antigénicas das proteinas recombinantes sdo
comparadas com os determinantes antigénicos dos antigenos precursores, por
meio de um FAST ELISA, testando em relagdo a uma cole¢do de 26 soros
caninos de VL, justamente como é mostrado na se¢do da Figura numero 1D, e
o fato de que os soros mostraram um valor de reatividade semelhante, ambos
em relagdo as regides antigénicas selecionadas e as proteinas completas
correspondentes, demonstra que nenhuma alteragdo ao epitopo antigénico
havia ocorrido durante o procedimento de clonagem.

Com respeito a construgdo do produto final, mais exatamente
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do gene quimérico que codifica um polipeptideo que contém todos os
determinantes antigénicos selecionados, deve ser salientado que a estratégia
de clonagem ¢é indicada em seguida a Figura nimero 2, se¢do A. Os produtos
intermediérios gerados durante o processo sdo mostrados.

Um clone que expressa as proteinas rLiPO-Ct-Q (pPQI) ¢
usado como o vetor inicial, e os fragmentos de DNA que codificam as
proteinas rLiPO-Ct-Q, rLiP2a-Q, rLiP2b-Q, rLiH2A-Ct-Q e rLiH2A-Nt-Q
sdo adicionados seqiiencialmente usando-se sitios de restrigdo apropriados.

Ap0s cada etapa de clonagem, a orientagdo correta de cada um
dos insertos é deduzida do tamanho dos produtos de expressdo, e finalmente
a seqiiéncia completa de nucleotideos do clone final pPQV ¢ determinada € a
seqiiéncia de aminoacidos deduzida da seqiiéncia representada na Figura
numero 3.

O polipeptideo gerado tem uma massa molecular de 38 kD,
com um ponto isoelétrico de 7,37, incluindo as seqiiéncias espagadoras
codificando a prolina, sublinhadas na Figura nimero 3. O objetivo de assim

proceder ¢ separar eficientemente os dominios antigénicos e evitar possiveis

~ conformagdes tercidrias que poderiam interferir com a estabilidade e

" antigenicidade do produto final.

A expressio e recuperagio de cada um dos produtos
intermedidrios sdo mostradas na Figura nimero 4, quadros A e B. Como era
esperado, apds cada adigdo, o tamanho do produto de expressdo no vetor
pMAL gradualmente aumenta até alcangar um peso molecular de 80 kDa,
observando-se um certo grau de ruptura durante a purificag3o.

O gene quimérico também foi clonado no plasmideo pQE, um
vetor que permite a expressdo de proteinas com um fragmento de 6 histidinas
no término N extremo. O clone resultante e as proteinas recombinantes sdo
denominadas pPQ e PQ, respectivamente.

O nivel de expressdo da proteina nas bactérias transformadas
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com o plasmideo pPQ e as proteinas purificadas sdo mostradas na Figura
ndmero 4, referida em particular com um D, com a proteina PQ, purificada
por cromatografia de afinidade em condi¢des de desnaturagdo, sendo mais
estavel do que a proteina recombinante pPQV representada na Figura nimero
4, no quadro D, coluna 2.

De modo a avaliar o produto final, uma série de materiais foi
usada, e, obviamente, algumas técnica, como € descrito abaixo.

Os soros de VL obtidos de cdes de diferentes origens sdo
usados. Os animais s3o avaliados clinica e analiticamente no laboratério
pertinente, geralmente em um Departamento de Parasitologia, € todos os
soros positivos sdo ensaiados quanto a imunofluorescéncia indireta (IIF).

A presenga de amastigotos dos parasitas destes animais é
confirmada por observagdo direta dos linfonodos popliteos e pré-escapulares,
e a um segundo grupo de 33 soros de VL originarios de outras regides, foram
dados diagnésticos positivos no ELISA em relagdo aos extratos protéicos
totais do parasita e/ou por IIF.

Os soros de cdes afetados por diferentes doengas que ndo eram
VL, sdo obtidos de diferentes origens. Dentro deste grupo, soros das
seguintes infecgdes sdo encontrados:

Mesocestoides spp.

Dyphylidium caninum

Uncinaria stenocephala

Toxocara canis

Dipetalonema dranunculoides

Demodex canis

Babesia canis

Ehrlichia cannis

Ricketsia ricketsiae

O restante dos soros foram obtidos de cdes que apresentavam

vy



15

27

varios sintomas clinicos que n3o eram relacionados com qualquer processo
infeccioso, e os controles do soro foram obtidos de quinze animais saudaveis
cuidadosamente controlados.

A purificagdo das proteinas recombinantes expressas pelos
clones pMA1-c2 ¢ realizada por cromatografia de afinidade em colunas de
amilose, e a purificagdo da proteina recombinante expressa pelo clone pPQ
foi realizada em colunas de resina Ni-NTA em condi¢des de desnaturagio
(Qiagen).

Para analisar as proteinas, a eletroforese em géis de
poliacrilamida a 10% na presenga de SDS foi realizada sob condigdes padréo.
A anélise imunoldgica das proteinas separadas por eletroforese foi realizada
sobre membranas de nitrocelulose, para as quais as proteinas haviam sido
transferidas. As proteinas transferidas foram bloqueadas com leite desnatado
a 5% seco em um tampio de PBS com Tween 20 a 0,5%.

Os filtros foram seqiiencialmente colocados em contato com
anti-soro primario e secunddrio em solugdes de bloqueio € um
imunoconjugado ligado a peroxidase foi usado como segundo anticorpo,
visualizando-se a ligagdo especifica por meio de um sistema ECL. A Figura
4E mostra um Western-blot da proteina PQ.

O Fast-ELISA foi usado no lugar do ELISA classico, e a
sensibilizagio do antigeno foi realizado por 12 horas em temperatura
ambiente.

As placas foram sensibilizadas com 100 ul de antigeno, cuja
concentragio, em todos os casos, foi de 2 pg/ml.

Apds a sensibilizagdo, os reservatérios das placas foram
incubados por 1 hora com solugéo de bloqueio (leite desnatado em pé a 0,5%
dissolvido em PBS - Tween 20 a 0,5% e os soros foram diluidos trezentas
vezes em solugdo de bloqueio).

Os reservatorios foram incubados com soro durante 2 horas

1148



15

28

em temperatura ambiente, € apds exposi¢@o ao anticorpo eles foram lavados
com PBS-Tween 20.

Os anticorpos ligados a peroxidase foram usados como
segundos anticorpos em uma diluigdo de 1:2000 e a cor da reagido foi
desenvolvida usando-se o substrato ortofenilenodiamina, medindo-se a
absor¢do em 450 nm.

Com referéncia a avaliagdo do produto final, deve ser
salientado que as propriedades antigénicas foram determinadas por meio do
estudo pertinente da reatividade dos soros caninos de VL contra a proteina
quimérica e contra cada um dos produtos intermediarios em um ensaio de
“Western-blot”. Todos os produtos intermedidrios mantiveram sua
antigenicidade, assim como o produto final pPQV, durante todo o processo
da clonagem (Figura 4C).

Deve-se salientar que a proteina recombinante expressa pelo
plasmideo pPQ foi reconhecida pelos soros de VL. Com vistas a analisar com
maior precisdo as propriedades antigénicas da proteina quimérica e dos
produtos intermediarios, uma analise da reatividade de uma ampla variedade
de soros caninos de VL foi realizada por meio de um fast-ELISA em
comparagio com as proteinas recombinantes, como € mostrado na se¢do F da
Figura nimero 4. Pode-se dar realce ao fato de que a sensibilidade dos
produtos intermediarios de clonagem diferentes aumenta apds cada etapa de
adi¢3o. Deve igualmente ser salientado que a proteina pQI é reconhecida pela
maioria dos soros de VL e a proteina PQII igualmente pela maioria dos soros.
Esta proporgio ¢ maior quanto a proteina PQIII, e as proteinas PQIV, PQV e
PQ sdo reconhecidas por praticamente todos os soros.

De acordo com o que foi examinado acima, o percentual de
reconhecimento apresentado pelos soros foi semelhante tanto no caso de
ensaios das proteinas quiméricas PQV e PQ, quando de ensaios de uma

mistura de proteinas recombinantes rLiPO-Ct-Q, rLiP2a, rLiP2b e rLiH2A.
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Foi observado que as propriedades antigénicas de cada uma das 5 regides
antigénicas selecionadas estio presentes no produto de expressdo de PQ e,
portanto, este produto pode ser usado para diagnéstico, ao invés de uma
mistura dos antigenos expressos individualmente.

Com vistas a determinar se a proteina quimérica pode ser
usada para o diagndstico de soros de VL caninos, e de acordo com a analise
pertinente de uma ampla variedade de soros caninos em comparagio com esta
proteina, tendo em mente que, de acordo com as caracteristicas clinicas dos
animais, os soros caninos foram classificados em trés grupos. Um primeiro
grupo consistiu de soros de cdes com uma real infecgdo de L. infantum. Um
segundo grupo foi composto de soros de cies que tinham varios sintomas
clinicos sem serem infetados com a leishmaénia, incluindo cies infetados com
parasitas diferentes da leishmania, e que apresentassem sintomas clinicos que
pudessem ser confundidos com aqueles observados durante a leishmaniose.

O terceiro grupo foi composto de soros de controle, originados
de cdes saudaveis.

Na Figura nimero 5, os valores médios de reatividade sio
mostrados para cada grupo de soros, a reatividade dos soros de VL
alcangando um valor de reatividade média de 0,8 (S.D. = 0,4).

Dentro deste grupo, a reatividade de 12 soros foi positiva, mas
menor do que 0,35, enquanto a reatividade alcangou valores entre 0,35 ¢ 0,5.
Foi observado que a reatividade de 23 soros varia entre 0,5 € 1,0, com 14
soros apresentando uma reatividade maior do que 1,0.

O valor médio de absor¢io dos soros do segundo grupo, isto é,
do grupo infetado com parasitas diferentes dos parasitas de leishmania, é de
0,2 (S.D. = 0,05), e a reatividade dos soros de controle, isto é, do terceiro
grupo, ¢ de 0,1 (S.D. = 0,003). Apenas dois soros do grupo 2 apresentaram
reatividade entre 0,35 e 0,40.

Os dados apresentados acima indicam que a proteina
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quimérica PQ no FAST ELISA tem uma sensibilidade de 80% para o
diagnéstico da VL, se o valor de corte for definido como o valor médio da
reatividade dos soros do grupo 2, mais trés S.D.’s (isto €, 0,35).

A sensibilidade do grupo ensaiado alcanga os 93%, se o valor
de corte for definido pelos valores da reatividade do grupo de controle. A
proteina Q tem uma especificidade de 96% para o diagndstico de VL, quando
o valor do corte for definido pelos soros acima mencionados do grupo 2.
100% de especificidade no ensaio foram obtidos quando os valores da
reatividade de cées saudaveis foram considerados.

O processo a ser usado € o seguinte:

1. As placas de microtitulagdo sdo cobertas com anticorpos
por 100 pl incubados de uma solugdo que contém | pg/ml de antigeno
dissolvido em um tampio de PBS - Tween-20 0,5% - leite desnatado 5%
(tampdo A).

A incubagio é realizada por 12 horas em temperatura
ambiente e, depois, as placas sdo lavadas por trés vezes como 0 mesmo
tampdo sem qualquer antigeno. As placas com antigeno secas podem ser
mantidas em temperatura ambiente.

2. Uma primeira incubagdo dos reservatérios foi realizada com
o soro de animal em uma diluigdo de 1/200 no tampao A. A incubagio dura 1
hora.

3. Os reservatorios sao lavados com tampao A, como descrito
no ponto 1, por trés vezes com um frasco de lavagem.

4. Eles sdo incubados com um segundo anticorpo (IgG ligado
a perdxidase) diluido a 1:2000 em tampio A, realizando a incubagio por 1
hora.

5. Os reservatorios s3ao lavados mais uma vez com tampio A
por trés vezes, como foi indicado na terceira se¢fio, isto €, com um frasco de

lavagem.
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6. A reatividlade ¢é revelada usando-se o substrato
ortofenilenodiamina e a absorgio é medida em 450 nm.
A proteina usada para o diagndstico, extraida do gene

¢ quimérico, identificada, e a seqiiéncia de nucleotideos, sdo como segue:

1 45
ATG AGA GGA TCT CAC CAC CAC CAC CAC CAC ACG GAT CCG CAT GCG
Met Arg Gly Ser His His Bis His His His Thr Asp Pro His Ala

15

5 10
46 S0
AGC TCG AAC AAC AAC AAC AAT AAC AAT AAC AAC AAC CTC GGG ATC
Ser Ser Asn Asn Asn Asn Asn Asn Asn Asn Asn Asn Leu Gly Ile
20 25 30
91 135



GAG
Glu

136
CGC
Axg

181
GIG
val

226
cGC
Azg

271

Lys

316
cGC
Arg

361
Leu

406
ATC
Ile

391
GCG
Ala

496
ACC
Thr

541
TCC
Sexr

596
ATC
Ile

GGA
Gly

AAG
Lys

Pro

AGG
Arg

Sex

CcGC
Axg

GGT
Gly

GCC
Ala

GTG
val

Lys

Lys

ccG
Pro

TAC

TCT
Sex

GTC
val

GTC
val

GCC
Ala

GCG
Ala

ATG
Mot

GCG
Ala

AGC
Ser

CcTC
Leu

CAG
Gln

32

TTA GCT ACT CCT
Leu Ala Thr Pro

38

TCC
Sar
S0

GGC
Gly
65

TCT
Sex
80

CAG
Gln
95

CTG
Leu
110

GTG
Vval
125

ATG
Met
140

GCG
Ala
185

GCC
Ala
170

GCG
Ala
185

CRG
Gln
200

ARG TCC
Lys Ser

GGG ATG
Gly Met

Gly Ala

Ser GLy

GCC GCG
Ala Ala

ACC TTG

Ala Lys

CCC GAAa
Pro Glu

GCG TAC
Ala Tyx

GAC GTG
Asp Val

GCC ACC
Ala Thr

GCG
Ala

ATG
Mat

cce
Pro

Lys

cee
Azg

CcrC
Leu

Lys

CaC
His

CaC
His

CTG
Leu

GeT
Ala

GCC
Ala

AGC GCC ANG AAG
Ser Ala Lys

40

TGT

Cys
55

CGC
70

ATT
Ile
8S

Arg
100

Asp
115

Ser
130

Gly
145

TCC
Sar
160

GCC
Ala
175

ATC
Ile
190

TTT
Phe
205

GG?
Gly

Gly

TCA
Ser

TGC
Cys

GAC
asp

GGC
Gly

Gly

TCT
Sex

TCcC
Sezx

TGC
Cys

GTIG

CTG
Lou

CAG
Gln

Glu

Arg

aAG
Lys

ATG

Lys

ATC
Ile

TAC
Tyr

TTC
Phe

Leu

Ile

GTG
Val

AAG
Lys

cce
Pro

GCC
Ala

GAG

Val Met Glu

TCC
Sex

GGC
Gly

CcCG
Pxo

Gly

ATG
Met

Lys

GTC
Val

AGC
Ser

GTC
val
45

180
cCG
Pro

60

225
cGC
Arg

75
270

val
90

318
cca
Pro
108

360
ACG

120
405

Asn
135

450

Lys
150

495
TCC
Ser
165
540

Ala
180

S8s

Hig
19s

630

val
210
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641
ACG

676
ATG
Meat

721
AcC?T
Gly

766
ARG
Thr

811
TCT
Ser

856
GCG
Ala

901
CTG
Lau

946
GTC
val
991

Glu

GCT
Asp

ARG
Ala

CTG6
Ieu

Lys

TTC
Phe

GGC
Gly

1036 ¢

GGC
Gly

GCT
ala

1061

GCG
Ala

ARG
Lys

1136

GGC
Gly

cce
Pro

GTC
val

TCT
Sex

GCC
Ala

CAG
Gln

CGC

GTC
val

ARG
Lys

Val

GT6
Val
215

CCG
Pro
230

Pro
245

GAG CCC

Glu

TCC
Ser

GAG
Glu

GAC
Asp

Ala
260

ccc
Pro
275

Lys
290

Gly
305

GIG
val
320

ARG
Lys
335

ACT
350

Glu
365

CTG
Leu
380

Gece
Ala

GCG
Ala

Ala

Glu

ATG
Met

GTT
Val

Glu

CTG
Leu

GCT
Ala

33

78

GCC
Ala

GAT
Ala

GAG
Glu

BE

CCG
Pxo

GTG
val

Gly

Glu

cce
Pro

CTG
Leu

GCG
Ala

Glu

i

TCG
Ser

GTG
val

GAG
Glu

GCC
Ala

ATC GCG GhG

Ile

TCT
Ser

GCC
Ala

CTC
Leu

Lys

TCT
Ser

Gly

Giu

GCT
Ala

Ala
220

GGT
Gly
235

cCe
Ala
250

Asp
26S

GCC
Ala
280

Ala
295

Ala
ais

TTC
Phe
325

Gly
340

Ala
355

GAG
Glu
370

GCC
Ala
385

Glu

Gce
Ala

GCT
Lys

GAC

GCG
Ala

GAC

TCC
Ser

GAT

TCT
Sexr

Gly

GCC
Ala

GCG
Ala

GTT
val

CGC
Arg

GCG
Ala

Gece
Ala

GCG
Ala

GAT
Asp

cCGe
Pro

Gece
Ala

GCT
Ala

GCC

ATG
Mat

GCC
Ala

Gln

GTG
val

CTG
Leu

GCT
Ala

GTG
val

GAT

GCC
Ala

675
GCG ARG

Ala Lys
225

720
GGC GTC
Gly Val

240

765
GCC GGG
Glu Pzo
255

810
GGC ccc
Gly Pro
270

855
CTC GTG
Leu Val
285

S00
GCT GTC

300

945
GAT GCC
Asp Ala
315

990
GTG GCC
val Ala
330

1035
CCT GCT
Pro Ala

345

1080
GCC GAG
Ala Glu

360

1128
GAC ATG

Asp Met
375

1170
GCC CCT
Ala Pro

390

o4
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34

117 1215
AGC GCC GCT GCC ARG GAG GAG CCG GAG GAG AGC GAC GAG GAC GAC
Ser Ala Ala Ala lLys Glu Glu Pro Glu Glu Ser Asp Glu Aap Asp

395 400 405
TTC GGC ATG GGC GGT CTC TTC TARGCGACTC GCCATCTCTT 1256
Phe Gly Met Gly Gly Leu Phe

410 412
1256
AGCCTCCTITG TGGTGCGCTT GAGGTGCTCT CGCYCTGCTT CTCCTTGCAG 1306
1307
TGTTGGCTGA CTCTGGCGGG TATGTGCCGT CGCATTACAC CCACCTCTCC 1356
1357
CACCCCTTTG CCCTACGCGC TCGCATGCGC AATCCGTGAA TCATCGAGGG 1406
2407
AAGTCTCTCT GGGTGGCAGT GGGTAAGCTT 1436

(8EQ ID NO.1 e SEQ XD NO.2)

Nio se considera necessario estender esta descri¢do para que
alguém versado na técnica possa entender o escopo da invengido e as
vantagens que ela confere.

Os materiais, a forma, o tamanho e a disposi¢do dos elementos
sdo suscetiveis de mudanga, contanto que isso ndo suponha uma mudanga na
esséncia da inveng3o.

Os termos em que este relatério descritivo foi escrito devem
sempre ser considerados bem amplos por natureza, € ndo limitativos.
VACINA CONTRA A LEISHMANIA
FUNDAMENTOS DA INVENCAO

Os parasitas protozoarios do género Leishmania s@o
responsaveis pela leishmaniose, uma doenga sintomaticamente complexa que
afeta essencialmente os homens e os animais nas regides tropicais €
subtropicais. Estima-se que o numero de novos casos de leishmaniose
visceral humana possa alcangar a cifra de 500.000, estando afetadas um

minimo de varias dezenas de milhdes de pessoas. Adicionalmente, o niimero
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de leishmaniose cutdnea e mucocutanea pode ser da ordem de 2.000.000 por
ano (Modabber., 1990). Ndo obstante as pessoas em risco de contrair os
diferentes tipos de leishmaniose possa ser estimado em cerca de 350 milhdes,
o nimero de pessoas com a real infecgdo pode ser muito maior, devido ao
fato de que n3o existem estimativas claras dos casos reais de infecg¢des
assintomaticas e por causa da existéncia de infecgbes cripticas. De fato, a
leishmaniose pode ser considerada dentro do contexto global como uma
infecgdo/doenga de natureza endémica, situada entre os 4° e 5° lugares na
classificag@o das doengas parasiticas com repercuss@o mundial.

Trés formas principais de leishmaniose podem ser
consideradas: a cutidnea, a mucocutanea e a visceral, cujas caracteristicas
principalmente dependem da localizagdo do parasita, da espécie a qual ele
pertence e das manifestagdes clinicas que ele produz. As espécies distribuidas
ao longo da Asia e de certas regides da area do Mar Mediterraneo do ensejo
a presenga da forma cutanea, com ulceragio localizada que, em muitos casos,
se cura espontaneamente. Estas manifestagdes sdo causadas por L. major e L.
tropica. A L. aethiopica (Mar Mediterraneo, Asia, Africa) também induz a
forma cutinea de leishmaniose, embora sua manifestag@o seja mais difundida.
Na América, a espécie L. mexicana produz a forma cutinea com uma
localizagdo generalizada que comumente n3o se cura espontaneamente. A
forma mucocutinea da doenga em seres humanos é causada pela L.
brasiliensis e é caracterizada pela presenga de lesGes cutaneas nas regides
oronasais e faringea, acarretando a destruigdo das mucosas. Na América,
Europa, Africa e Asia, a forma mais fregiiente de leishmaniose é a forma
visceral, causada por L. chagasi, L. donovani e L. infantum. Esta forma de
leishmaniose € caracterizada por sintomas clinicos associados a febre, anemia
e uma intensa hepatosplenomegalia, que ¢ letal se ndo for tratada
adequadamente no tempo certo. Na forma avangada da doenga, o hospede é

incapaz de desenvolver uma resposta imune efetiva. Todas estas formas de
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leishmaniose sdo também detectadas em canideos e alguns roedores que, de
fato, constituem os principais reservatérios do parasita. O problema de saiude
gerado pela L. infantum na bacia do Mediterraneo € sério, porque existe uma
alta incidéncia da infec¢do/doenga em cdes, € o inseto vetor € muito
propagado. Calcula-se que entre 7% e 20% de todos os canideos estejam
infectados pela Leishmania, alcangando os 30% em algumas areas da
Espanha, onde ela é endémica. Este fato constitui um sério problema
veterinario que, adicionalmente, aumenta o risco de contagio,
fundamentalmente por pessoas imunossupressivas. Na Europa, existem
alguns 11 milhdes de cdes em risco de infecgdo por Leishmania.

A L. infantum, como o restante das espécies no género, tem
um ciclo bioldgico dimérfico. Os hospedeiros intermediarios sdo insetos da
familia dos Psychodidae, género Phlebotomus. Na irea européia do
Mediterraneo, foi demonstrado que as espécies P. arias € P. perniciosus sio
os vetores principais, embora os vetores P. papatosi, P. longicuspis e P.
sergenti também estejam presentes. Quando o parasita é ingerido pelo vetor
junto com o sangue de um hospedeiro vertebrado, ele se localiza no tubo
digestivo em uma forma extracelular, transforma-se em um promastigoto € se
divide. As formas infecciosas migram em dire¢do a faringe e ao probdscide,
de onde elas serdio inoculadas em um novo hospedeiro vertebrado. Os
promastigotos sdo caracterizados no fato de que eles tém um flagelo € uma
forma alongada de alguns 15 a 20 pym de comprimento, com uma extremidade
posterior arredondada ¢ uma extremidade anterior pontuda. O nicleo fica
situado na posi¢ao central e o cinetoplasto na extremidade anterior. Em meios
de cultura, os parasitas apresentam um certo grau de variabilidade
morfoldgica. Apds a inoculagdo dos promastigotos na pela do hospedeiro
vertebrado, o estabelecimento, ou nio, da infec¢do depende essencialmente
de dois fatores: a existéncia de uma populagio celular adequada -

macroéfagos — e outras células do sistema mononuclear fagocitico, ¢ a
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capacidade do parasita de sobreviver e multiplicar-se no interior destas
células.

A primeira etapa na penetragio de Leishmania nos macréfagos
¢ a aproximag#o e aderéncia 8 membrana plasmatica da célula alvo. Estudos
in vitro parecem indicar que n3o existe qualquer atragdo quimiostatica direta
dos promastigotos sobre os macréfagos. Dentro do ambiente dos tecidos, os
promastigotos livres ativam o complemento pela trajetéria alternativa,
realizando a formag3o de um gradiente de concentragio da fragdo C5a, que
atrai os macrofagos e outras células inflamatérias em diregdo ao sitio de
inoculagdo. Uma vez o promastigoto esteja dentro de um vacuolo
parasitoforo, os lisossomas se fundem a ele formando um fagolisossomo. Em
infecgdes causadas por outros microorganismos, o fagolisossomo € a
organela responsavel pela lise e eliminagdo por meio de varios mecanismos,
tais como a produgio de radicais téxicos de oxigénio, por um processo
metabdlico oxidativo, a agdo de enzimas lisossdmicas hidroliticas, proteinas
catidnicas, e pH baixo. A sobrevivéncia do parasita no fagolisossomo € uma
fungdo de sua capacidade para resistir e evitar ditos mecanismos.

A existéncia de uma resposta imune contra a parasitagio por
Leishmania, que é tanto humoral quanto celular, foi descoberta a partir dos
primeiros momentos em que a doenga foi estudada, e tem sido revista em
numerosas ocasides. O tipo de resposta humoral depende da forma de
leishmaniose. Na forma cutinea, a resposta humoral ¢ muito fraca, enquanto
no tipo visceral uma alta resposta de anticorpos € observada. Nas afecgdes
cutdneas, existe uma notavel resposta de mediagéo celular, detectavel tanto in
vivo por meio de testes de hipersensibilidade do tipo retardado (DTH), quanto
in vitro por meio de testes de transformag@o linfoblastica e testes de inibigao
da migra¢3o de macrofagos. Nestes casos, o titulo dos anticorpos do soro é
normalmente baixo e diretamente relacionado com a seriedade do processo.

Uma vez os amastigotos estejam dentro dos macrofagos, a resolugdo da
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infec¢do depende essencialmente dos mecanismos imunes de mediagdo
celular. A resposta celular é determinada pela agdo de jungdo dos
macrofagos, das células B, das varias subpopulages de células T, e das
diferentes linfocinas secretadas por todos eles. O macréfago parasitado
processa os antigenos da Leishmania e expressa-os em sua superficie por um
processo mediado pelo Complexo Principal de Histocompatibilidade classe II
(CPH-II). Adicionalmente, 0 macrofago secreta IL-1, que atua como um
segundo sinal ativador para o linfécito T. Nos seres humanos, a leishmaniose
visceral ou calazar é caracterizada por uma resposta celular ausente,
detectavel tanto pela auséncia da hipersensibilidade retardada (DTH) quanto
pelos processos de proliferagdo celular. A auséncia de proliferagdo de células
T é detectada até na presenga de mitogenos tais como a concanavalina A ou a
fitoemaglutinina e da inibigdo na produgdo de IL-2 pelas células T
estimuladas.

Em camundongos, a populagéo de linfocitos T (fendtipo CD4)
¢ heterogénea e pode ser dividida em pelo menos duas subpopulagdes de
acordo com as linfocinas que eles produzem. Estas células s3o essenciais no
desenvolvimento de imunidade protetora contra a leishmaniose cutinea
(subpopulagdo Th-1) e s3o, a0 mesmo tempo, envolvidas na supressio da
resposta imune protetora (subpopulagdo Th-2), as células T induzidas em
camundongos resistentes C57BL/6 ou camundongos BALB/C curados sdo
predominantemente do tipo Th-1 ou Th-2. Em geral, as linfocinas secretadas
por estas células favorecem o desenvolvimento da linhagem celular que as
produz e tem um efeito antagdnico sobre o desenvolvimento da outra
subpopulagido. Assim sendo, IL-4 e IL-10 produzidos pelas células Th-2
contribuem para a progressdo da infec¢do, favorecendo o desenvolvimento
desta linhagem. Adicionalmente, elas podem atuar diretamente sobre o
macréfago, ndo permitindo sua ativagdo. Entretanto, em camundongos

suscetiveis de infec¢do por Leishmania, deficientes no gene que codifica IL-
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4, resultados contraditérios tém sido obtidos. Em alguns casos, tem sido
observado que a auséncia desta citocina redireciona a resposta € aumenta a
resisténcia a infec¢do, enquanto, em outros, nenhuma diferenga é observada
no nivel de infec¢do dos camundongos. Em camundongos geneticamente
resistentes, tem sido observado que a auséncia de expressio dos genes de
IFN-y ou seu receptor, CD40 ou o ligando de CD40, aumenta a
suscetibilidade a infec¢do. A interagdo de CD40 e seu ligando € necesséria
para a produgdo da do IFN-y da citocina necessario para orientar a resposta
em dire¢do a Th-1. Os camundongos com uma base genética resistente, que
desenvolvem uma resposta do tipo Th-1, se tornam suscetiveis se eles forem
deficientes na expressdo da IL-12, desenvolvendo uma resposta do tipo Th-2.
Dados recentes sugerem que a produgdo de IL-12 seja importante para
orientar a resposta em dire¢do a Th-1, e que a auséncia de IL-4 pode evitar a
resposta de Th-2.

Existe um grande niimero de proteinas de Leishmania que t€ém
um carater antigénico essencialmente caracterizado por processos de
“Western-blot”. No soro de pacientes e cdes infectados por Leishmania, tem
sido possivel detectar a presenga de anticorpos contra as proteinas da
membrana, tais como a gp63, gp46, PSA e KPM-11. Adicionalmente, varios
antigenos de localizagdo intracelular citoplasmatica tém sido caracterizados,
tais como: Hsp70, Hsp83, LIP2a, LIP2b, LILIPO, H2A, H3 e uma proteina
relacionada a cinesina, a K39 de L. chagasi. A reatividade dos anticorpos,
que reconhecem as proteinas conservadas presentes no soro de cdes
infectados por L. infantum, é orientada em diregdo a areas pouco conservadas
destas proteinas. Algumas das proteinas de membranas s3o muito antigénicas
em infecgdes naturais. Em todos os casos de infec¢do natural, existe uma
grande restrigdo na resposta humoral contra as proteinas, porque os
anticorpos desenvolvidos durante o processo infeccioso reconhecem muitas

areas restritas dele. Os niveis de IgG normalmente correspondem a
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intensidade da infecg3o, refletem o grau e a duragdo do estimulo antigénico
determinado pela carga parasitaria. O antigeno de uma Leishmania homélogo
aos receptores da cinase do tipo C (LACK) foi descrito recentemente, o qual
produz uma resposta prematura do tipo Th-2. Em camundongos transgénicos
quanto ao antigeno LACK e com uma formagdo genética suscetivel a
infecgdo, a indugdo de tolerdncia a este antigeno protege contra a infecgdo
pela Leishmania major. Os anticorpos anti-Leishmania podem destruir os
promastigotos in vitro na presenga de complemento, promover a fagocitose ¢
induzir a aderéncia de varias particulas a superficie dos promastigotos e
amastigotos.

A reagdo patologica parece caminhar em paralelo com a
densidade dos macréfagos parasitados. Na leishmaniose visceral, os
macréfagos geralmente se distribuem de uma maneira difusa na totalidade
dos diferentes tecidos organicos. O tipo de inflamagao € constituido por um
importante filtrado celular com uma predominancia de linfocitos e células
plasmaticas junto com hiperplasia das células fagociticas. A inflamagdo
produz alteragbes na fisiologia dos Orgios afetados, produzindo sérias
alteragdes sistémicas. Em algumas ocasides, a inflamagdo granulomatosa
local ocorre, com o aparecimento de granulomas € microgranulomas nos
diferentes oOrgdos. Estes granulomas s3o constituidos por macréfagos e
histiocitos (afetados ou ndo por parasitas) circundados por células
plasmaticas e linfocitos e, em alguns casos, por fibroblastos. Este processo
inflamatdrio é acompanhado por uma reagio organica com a aparéncia de
lesGes caracteristicas nos oOrgdos afetados. Alguns autores observaram
depdsitos de substancia amildide virtualmente na totalidade dos drgios.
Alguns autores formularam a hipétese de que os danos produzidos pela
doenga n3o s3o diretamente atribuiveis ao agente etiologico, mas a reagdo
organica deflagrada.

VACINA CONTRA A LEISHMANIA
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A imunidade intensa que segue a recuperagio da leishmaniose
cutinea tem dado um grande impulso ao desenvolvimento de vacinas
profilaticas contra esta doenga. Esta imunidade é derivada da indugdo de uma
resposta T que tem associada a ela a produgdo de citocinas inflamatdrias que
ativam os macrofagos e destroem os parasitas. A memoria imunolégica nos
casos de infecgdo é provavelmente mantida pela presenga persistente do
parasita no hospedeiro em um processo conhecido como imunidade
concomitante.

Os primeiros estudos com respeito a vacinagdo contra a
Leishmania na década dos anos 40 usaram parasitas vivos como imundgenos.
Estes estudos conduziram a produgdo de vacinas que produziam protegdo
significativa contra a re-infecgdo subseqiiente. No entanto, o conhecimento
da possibilidade de que organismos vivos poderiam produzir infec¢3es reais
fizeram com que tais programas de vacinagdo nfo tivessem lugar por muito
tempo e, ao contrario, levaram ao interesse focalizado em vacinas com base
em parasitas mortos. Estes estudos proporcionaram a primeira evidéncia
sobre a possibilidade de produzir vacinas eficazes pela inoculagdo dos
parasitas.

Os exames clinicos que usaram a imunizagdo com
promastigotos mortos da Leishmania também comegaram na década dos anos
40. Estas vacinas tiveram notavel sucesso ja que um certo grau de prote¢do
foi observado, que poderia oscilar entre 0 e 82%, dependendo da populag3o.
Estas vacinas tinham um efeito menor do que as vacinas de parasitas vivos. O
isolamento de clones avirulentos de L. major, que protegem camundongos
contra a infec¢do, também demonstrou que uma vacina atenuada é possivel.
Entretanto, a ignorancia das mutagdes que conduzem a perda de viruléncia e
ao risco de produgdo de revertantes virulentos torna este tipo de vacinagao
correntemente inaceitavel.

Recentemente tem havido um importante progresso em
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relagdo a identificagdo de vacinas candidatas molecularmente definidas, tais

como gp63, gp46/M2, o antigeno de superficie relacionado ao ultimo

- antigeno conhecido como PSA-2 e as proteinas dp72 e gp70-2, a proteina

LACK e Kmpl1. Especificamente, os epitopos T presentes na proteina gp63
foi identificado, resultando em que apenas alguns deles fossem capazes de
induzir uma resposta T, tanto de Th-1 quanto de Th-2. Estes antigenos
induzem proteg3o significativa em animais de modelo, quando eles sdo
administrados com adjuvantes. A proteina PSA-2 de Leishmania é capaz de
proteger contra a infec¢do por L. major mediante indugdo de uma resposta
Th-1. Para avaliar o mecanismo de prote¢do desta proteina como uma vacina
contra a Leishmania em seres humanos, sua capacidade para induzir
proliferacdo da célula T foi estudada em pacientes que haviam sofrido de
leishmaniose € se haviam recuperado dela. Foi observado que a proteina é
capaz de produzir uma intensa proliferagdo das células T destes individuos,
mas n3o dos controles sem qualquer histéria anterior de infec¢3o. A resposta
foi do tipo Th-1, tendo sido demonstrada pelo padrdo de indug&o da citocina.
Vacinas subunitérias tém sido focalizadas intensamente nos
antigenos, porque eles sdo faceis de se identificar, isolar e clonar. No entanto,
é necessario levar em conta que nem todas as moléculas da vacina potenciais
tém se ser proteinas. De fato, o lipofosfoglicano (LPG) desempenha um papel
essencial no estabelecimento da infec¢do. A vacinagdo com LPG pode
proteger contra a infecgdo pela L. major. A despeito da existéncia de um
dogma que estabelece que as células T nd3o reconhecem antigenos ndo
proteinaceos, a molécula de LPG parece ser apresentada as células T pelas
células de Langerhans da pele. Adicionalmente, existe a evidéncia que tem
demonstrado que os glicolipideos microbianos e outras moléculas nao
proteinaceas possam reconhecer as células T quando elas sdo apresentadas
através da via CD-1. Embora n3o existe nenhuma evidéncia clara de que a

proteina KMPI11 associada com LPG induza uma resposta protetora, foi
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agora provado que a fragdo proteinacea associada a LPG ¢ capaz de induzir
uma resposta T e IFN-y, enquanto a fragdo LPG sem proteina n@o o é.

E normalmente aceito que as vacinas subunitdrias, embora
protetoras, apenas induzem uma imunidade de curto prazo. Este problema
pode ndo ser importante em areas endémicas, onde os pacientes podem ser
periodicamente reforgados por causa de infecgdes naturais. Um problema
principal na utilizagdo de subunidades pode surgir do fato de que pode nio
existir uma resposta a um antigeno inico em uma populagdo geneticamente
diversa. Um coquetel de antigenos contendo indutores B e T pode superar
este inconveniente. Foi recentemente publicado que um extrato de proteinas
das membranas de Leishmania infantum, quando injetado por via
imtraperitoneal, é capaz de conferir prote¢do contra as formas virulentas dos
promastigotos deste parasita, € que esta protegdo é maior quando as proteinas
sdo encapsuladas em lipossomas positivamente carregados. Adjuvanticidade
e imunidade protetora eliciada por antigenos de Leishmania donovani
encapsulados em lipossomas positivamente carregados.

A vacinagdo com acidos nucleicos carregando genes que
codificam as proteinas da Leishmania envolve a administragdo de material
genético do parasita, ao hospedeiro. Este DNA ¢ absorvido pelas células ¢ é
introduzido no nicleo, onde ele € transcrito e subseqiientemente traduzido no
citoplasma. A vantagem deste tipo de vacinagio € ser possivel direcionar a
resposta imune por meio da via MHC-I ou MHC-II. Os antigenos produzidos
intracelularmente s3o processados na célula e os peptideos gerados sio
apresentados na superficie celular em associagdo com as moléculas MHC-L
A conseqiiéncia deve ser que estas moléculas devem dar origem a indugio de
células T citotdxicas. Os antigenos produzidos em um ambiente extracelular
devem ser especialmente absorvidos por células especializadas de
apresentagdo a antigenos, processadas e apresentadas em sua superficie

ligada as moléculas MHC-II, resultando na indugio e ativagdo de células
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CD4+ que secretam citocinas que regulam os mecanismos efetores de outras
células do sistema imune.

O primeiro vetor de DNA a ser administrado como uma vacina
continha o gene gp63. Igualmente, o gene PSA-2 foi introduzido em um
plasmideo e foi observado que ele gera uma resposta Th-1 e indugido de
prote¢do. A vacinagdo com os plasmideos de DNA que contém Ag-2 induz
uma resposta Th-1 e protege contra a infecgdo com L. major, enquanto Ag-2
nos complexos imune estimulatérios elicia uma resposta Th-1 e Th-2

combinada e n3o protege, a despeito do fato que IFN-y ¢ induzido.

- Igualmente, o gene que codifica a proteina LACK foi administrada por via

subcutanea a camundongos BALB/c, em um vetor de expressdo que expressa
a proteina sob controle do promotor do citomegalovirus, € a prote¢do contra a
infecgdo por L. major foi observada. Em quase todos os casos em que o DNA
foi administrado, a via tem sido intramuscular, nio obstante a injegdo
intradérmica de DNA particulado possa também ser explorada, ja que ela
requer uma quantidade menor de DNA. Outros sistemas de imunizagdo usa
vetores tais como Salmonella, BCG ou o virus da Vaccinia. E interessante
observar que a incluséo do gene gp63 no BCG ¢ capaz de induzir protegédo
contra L. major.

O gene que codifica a proteina gp63 também foi introduzidd
no gene delta araC sob o controle do promotor rac em uma Salmonella
typhimurium atenuada. A administragfo oral de 1 x 10° coldnias da bactéria
transformada induz uma resposta T dentro do escopo tanto das células Th-1
quanto das células citotoxicas contra as células de mastocitomas que
expressam gp63. A proteina gp63 na forma do complexo gp63-ISCOMs
induz prote¢do em camundongos, evidenciada pela redug@o na inflamagao e
supressdo das lesdes. No soro, existem anticorpos do tipo IgG2a e,
adicionalmente, é possivel observar uma resposta Th-1 por indugéo de IL-2,

IFN-y e IL-10. Nenhuma resposta de DTH foi observada. A Salmonella typhi
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Nramp 1 transformada com gp63 elicia uma resposta Th-1 com indugéo de
IL-2 e IFN-y, e uma forte resolugdo das lesdes € detectada. Uma proteina de
L. pifanoi conhecida como P-4 induz protegdo significativa contra infec¢ao
por Leishmania. Estudos recentes em seres humanos com leishmaniose
cutdnea indicam que esta proteina ou os peptideos dela derivados, sdo
capazes de fazer as células T proliferarem. Nédo existe nenhuma indugdo de
IL-4, enquanto o IFN-y é induzido. Os mutantes Aro-A e Aro-D de
Salmonella typhi transformados com IL-2, IFN-y e TNF-a, administrados
oralmente, podem ser vir como sistemas terapéuticos contra infecg¢do por L.
major. E interessante observar que, nestes pacientes, existe uma indugio
maior de iNOS. O gene gp&3 foi também clonado em Aro-A e Aro-D, e tem
sido observado que, apds a administragdo oral, a proteina codificada é capaz
de induzir protegdo significativa contra a infecgdo por L. magjor. Esta mesma
proteina é capaz de induzir prote¢do quando ela ¢ administrada fundida a
varios promotores em variedades especificas (GID10S e GIDI106) de
Salmonella.

Uma proteina artificial denominada Q foi recentemente
descrita por nosso grupo, a qual é composta de varios fragmentos antigénicos
de 4 proteinas de Leishmania infantum (mais especificamente, Lip2a,Lip2b,
PO e H2A), que, apds ter sido usada como antigeno, provou um importante
valor para o diagnostico da leishmaniose canina, com uma sensibilidade de
93% e uma especificidade de 100% em comparag@o com os soros de animais
de controle que n3o haviam sido infectados. Igualmente nosso grupo
demonstrou que a proteina hsp70 de Leishmania infantum é um importante
alvo da resposta imune em infecgGes causadas pela infestagdo com este
parasita.

Com o objetivo de explorar a possibilidade de que a proteina
Q possa ser usada para projetar sistemas de protegdo contra a infecgdo por

Leishmania infantum, tanto em si quanto em combinagdo com Hsp70, trés
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séries de experiéncias foram planejadas usando-se o hamster como um
modelo. Uma experiéncia foi planejada para verificar se a imuniza¢ido com a
Proteina Q protegia os animais contra a infecgdo a curto prazo, outra para
verificar se a imunizagdo os protegia a longo prazo e a terceira foi para
verificar este efeito protetor apds a imunizagido com as duas proteinas juntas.
Foi, apés isso, observado tanto da analise a curto prazo quanto da analise a
longo prazo, que a proteina Q era capaz de eliciar uma resposta imune que
reduzisse a carga parasitica tanto no figado quanto no bago, apds a infecgdo
por Leishmania infantum na maior parte dos animais infectados, € que a
imunizagio com as proteinas Q+Hsp70 também induziam uma resposta
significativa contra ambas as proteinas e levavam a uma redug3o significativa
da carga parasitica na maioria dos animais imunizados.
EXEMPLO 1: IMUNIZAGAO COM A PROTEINA Q

4 animais foram imunizados com 5 microgramas de proteina Q
dissolvidos em 40 microlitros de adjuvante de Freund, e outros 4 animais
foram imunizados com a mesma quantidade de adjuvante emulsificado com
40 microlitros de solugdo salina PBS sem a proteina. Na primeira imunizagio
foi empregado adjuvante completo de Freund combinado com a proteina,
enquanto nas duas imunizagdes subseqiientes, o adjuvante incompleto de
Freund foi usado misturado com a proteina na mesma propor¢do de
proteina/adjuvante. Trés imunizagdes intraperitoneais foram realizadas em
intervalos de 15 dias. Comegando-se da segunda semana apds cada
imunizagdo e durante o periodo completo de imunizagido, amostras de sangue
foram extraidas para medir a resposta humoral em relag@o a proteina Q nos
ensaios ELISA. Foi observado que ja na segunda semana apds a primeira
imunizag3o, existia uma resposta IgG positiva em relagio a proteina Q, e que
esta resposta era elevada apés a segunda semana depois da infecgdo, €
aumentava com o tempo de imunizagio, alcangando os titulos de 1/100.000.

Igualmente, foi observado que a resposta imune em relagéo a proteina Q nao
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Quinze dias apds a terceira imunizag¢do, os animais foram
infectados com uma dose de 10° parasitas promastigotos, diferenciados dos
amastigotos infecciosos originarios de um hamster infectado. Foi
previamente verificado que o indculo era capaz de induzir uma forte
parasitemia junto com a doenga quatro meses apds ter-se administrado os
parasitas, em 100% dos animais infetados. A Tabela 1 indica o nivel de
parasitemia por mg de tecido, tanto no figado quanto no bago, dos animais de
controle e dos vacinados. E possivel observar que, em todos os animais
vacinados, a carga parasitica no figado decresce em relagdo aos controles, e
que isto acontece de uma maneira muito significativa em 75% deles. Quando
a carga parasitica no bago € examinada, € possivel observar que também em
75% dos animais esta carga foi significativamente menor do que aquela dos
controles, a RPL alcangando os 83% a 86%. O animal em que a RPL foi de
20% no figado, teve uma RPL de 48% no bago.
TABELA 1. Carga parasitica no figado e no bago de hamsters vacinados com
a proteina Q através da via intraperitoneal. Apos quatro semanas da infecgdo,
a carga parasitica foi medida pelo processo de diluigdes limites (curto prazo).
A carga parasitica é expressa como parasitas por miligrama de tecido. RPL =
redugdo na carga parasitica em %o.
HAMSTER IMUNIZADO COM A PROTEINA Q

Hamster  Figado (RPL) Bago (RPL)
1 4+1 (71%) 49+3 (83%)
2 3+2 (78%) 390+2  (86%)
3 5+1 (64%) 504 (83%)
4 11£3 (20%) 153 £ 19 (48%)

Os nlimeros representam a média de trés determinagdes.
Controles

4 hamsters 14+ 5 295 + 30
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O nimero representa a média dos 4 animais.
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EXEMPLO 2
De modo a verificar o efeito da vacinagdo com a proteina Q na redugio da
carga parasitica em longo prazo, usando-se outra via de inoculagdo, 4 animais
receberam por injecdo subcutdnea 5 microgramas de proteina Q dissolvida
em 40 microlitros de PBS e misturados com 40 microlitros de adjuvante de
Freund. Na primeira imunizagdo, o adjuvante completo de Freund foi
empregado, enquanto nas duas subseqiientes, foi utilizado adjuvante
incompleto de Freund, como indicado acima. A vacina¢do foi administrada
em trés doses espagadas em intervalos de 15 dias. Quinze dias apOs a terceira
imunizagdo, foi-lhes administrado um inéculo de 10° parasitas infecciosos.
Durante todo o periodo de imunizagdo e durante toda a infecgdo (cinco
meses), foi extraido sangue para se determinar a espécie de resposta humoral
em relagdo a proteina Q e em relagéo as proteinas totais dos parasitas. A
Tabela 5 mostra que ja apds a segunda semana de imunizag@o, a resposta em
relagdo a proteina Q foi positiva, como no caso anterior, em trés dos
camundongos, e que a resposta em relagdo a proteina foi muito elevada apds
duas semanas da primeira imunizagdo. A resposta mantida em muito elevada
apdés as imuniza¢les remanescentes, alcangou um titulo de 1/75.000 na
semana seguinte a terceira imunizagdo. Em um dos animais, a resposta em
relagdo a proteina Q foi mais lenta em relagdo a tempo, embora a resposta
tivesse alcangado o nivel daquela nos outros animais pelo final da
experiéncia. Conseqiientemente, a partir dos dados derivados tanto do
Exemplo 1 quando do Exemplo 2, é possivel concluir que o grau da resposta
imune em relagdo a proteina, por ambas as vias, intraperitoneal e subcutanea,
¢ muito rapido, ndo obstante a resposta através da via intraperitoneal tivesse
alcangado titulos mais elevados nos mesmos tempos (1/75.000 versus
1/30.000). A Tabela 6 indica a resposta em relagdo a proteina Q nos animais

de controle. E possivel observar que a reatividade em relagdo a esta proteina
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¢ detectada nas 12% as 14® semanas apos a infec¢do, que é quando os
primeiros sintomas atribuiveis a uma leishmaniose potencial comegam a ser
detectados nos animais infectados. A Tabela 2 mostra os niveis de
parasitemia no figado € no bago dos animais de controle e vacinados. Pode
ser observado que 50% dos animais foram protegidos no nivel do figado, no
sentido em que a redugdo no nivel de parasitemia tenha sido muito elevada
(87 a 89%). Um dos animais ndo foi protegido, enquanto em outros dos
animais a redugdo da carga parasitica foi de 22%. Ao contrario, a redugio da
carga parasitica foi de 98 a 99% em 100% dos animais ao nivel do bago.

TABELA 2. Carga parasitica no figado e no bago de hamsters vacinados com
a proteina Q através da via subcutinea. Apés 20 semanas da infecgdo, a carga
parasitica foi medida pelo processo de diluigdes limites (longo prazo). A
carga parasitica é expressa como parasitas por miligrama de tecido. RPL =

redugdo na carga parasitica em %.

HAMSTERS IMUNIZADOS COM A PROTEINA Q

Hamster  Figado (RPL) Bago (RPL)
1 1,4x10°  (22%) 1,0x 107 (98%)
2 2,0x10°  (89%) 49x10° (99,9%)
3 24x10°  (87%) 3,3x 10° (99,9%)
4 2,4 x 10_6 (0%), 6,3 x 10° (99,9%)

Os numeros representam a média de trés determinagdes.
Controles
4 hamsters 1,8 x 10°+1,2x 10°  5,2x 10°+2,6 x 10’
Os nimeros representam a média da carga parasitica dos 4 animais.

Com o objetivo de testar se a proteina Q poderia ser usada
para projetar sistemas de prote¢do em formulagdes que contivessem a
proteina LiHsp70 de Leishmania infantum, uma experiéncia foi realizada em
camundongos Balb/c. Observou-se que, ap6és a imunizagdo, a carga

parasitica, tanto no figado quanto no bago, havia sido significativamente
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reduzida, sendo, em alguns dos animais, de quatro ordens de grandeza
inferior.
EXEMPLO 3: IMUNIZACOESO COM A PROTEINA Q + A PROTEINA
Hsp70 EM ADJUVANTE DE FREUND.

Cada um dos 4 hamsters recebeu por inje¢ao intraperitoneal S
microgramas de proteina Q e 5 microgramas de proteina LiHsp70 dissolvidos
em 40 microlitros de PBS e emulsificados em 40 microlitros de adjuvante de

Freund. Na primeira imunizagio, o adjuvante completo de Freund foi

empregado, enquanto nas duas subseqiientes, o adjuvante incompleto de

Freund foi usado como indicado acima. A vacinagdo foi administrada em trés
doses espagadas em intervalos de 15 dias.

Quinze dias apds a terceira imunizagdo, administrou-se-lhes
um indculo de 10° parasitas infecciosos através da via intracardiaca, e foram
sacrificados na semana 22. A cada duas semanas, para todo o periodo de
imunizago e durante toda a infecgio, extraiu-se sangue deles para determinar
o grau de resposta humoral em relagdo a proteina Q e em relagéo a proteina
LiHsp70.

A carga parasitica relativa entre os camundongos imunizados
com a proteina Q mais LiHsp70 é mostrada na Tabela 3. Foi observado que
todos os animais foram altamente protegidos e, em alguns deles, no bago, a
redugdo chegou perto de duas a trés ordens de grandeza.

TABELA 3. CARGA PARASITICA RELATIVA DE CAMUNDONGOS
BALB/c IMUNIZADOS COM A PROTEINA Q MAIS LiHsp70 APOS 4
MESES DE INFECCAO

vt
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CAMUNDONGOS IMUNIZADOS COM A PROTEINA Q E LiHsp70

Camundongo Figado (RPL) Bacgo (RPL)
1 1,5x 10° (97%) 1,5 x 10* (99%)
2 0,9 x 10° (98%) 1,4x 10° (99%)
3 2,0 x 10* (60%) 5,6 x 10* (99%)
4 0,8 x 10* (84%) 1,2x 10° (96%)

Os numeros representam a média de trés determinagdes.
Controles
4 camundongos 5,1 x 10*+2x 10°3,2x 10°+ 8 x 10*
Os numeros representam a média da carga parasitica dos 4 animais.

As Tabelas 4 ¢ S mostram que todos os animais dos Exemplos
1 e 2 respondem imunologicamente & proteina Q, € que, partindo-se da
segunda semana ap6s a imunizagdo, a resposta em relagdo a proteina Q foi
alta e esta resposta aumentada apds a segunda imunizagdo (semana 4). A
Tabela 6 mostra que a resposta em relagao a proteina LiHsp70, durante todo o
tempo da experiéncia, também foi positiva, embora inferior a resposta do
Exemplo 3 em relag@o a proteina Q.
TABELAS 4 e 5. Mostram a resposta imune em 4 hamsters que receberam a
inje¢do intraperitoneal com 5 microgramas de proteina Q (Tabela 4 -
Exemplo 1, curto prazo) e a resposta imune em 4 hamsters que receberam a
injecdo subcutinea com 5 microgramas de proteina Q (Tabela 5 - Exemplo 2,
longo prazo).
TABELA 4: EXEMPLO 1, CURTO PRAZO
Camundongos imunizados com a proteina Q (curto prazo)

Resposta imune em relagio a proteina Q
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Semana Camundongo 1 | Camundongo 2 | Camundongo 3 | Camundongo 4
2 0,8 0,2 0,3 0,6
4 1,9 2,3 1,1 2,1
6 3 3 24 2,9
Infectado
8 3 3 2,9 3
10 3 3 3 3

Os soros (diluidos a 1/200) que apresentam uma densidade 6tica de 3 tém um

titulo mais elevado do que 1/45.000

Camundongos de controle -

Semana Camundongo 1 | Camundongo 2 | Camundongo 3 | Camundongo 4

2 0 0 0 0
4 0 0 0 0
6 0 0 0 0
8 0 0 0 0
10 0 0 0 0

Os soros foram diluidos a 1/200.

TABELA 5: EXEMPLO 2, LONGO PRAZO

RESPOSTA IMUNE EM RELACAO A PROTEINA Q

Semana Camundongo 1 | Camundongo 2 | Camundongo 3 | Camundongo 4

2 1,8 1,3 1,9 0,4
4 2,1 1,8 2,2 0,7
6 2,5 2,7 25 0,5
8 2,8 2,2 2,2 0,8
10 3 2,9 2,5 0,7
12 3 3 3 0,9
14 3 3 3 1
16 3 3 2,9 1,5
18 3 3 3 1,7
20 3 3 3 2,2
22 3 3 3 2,6
24 3 3 3 3
26 3 3 3 3

Os soros (diluidos a 1/200) que apresentam uma densidade 6tica de 3 tém um

titulo mais elevado do que 1/45.000

Camundongos de controle

Resposta imune contra proteina Q (a longo prazo)
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Semana Camundongo 1 | Camundongo 2 | Camundongo 3 | Camundongo 4 |
2 0 0 0 0
4 0 0 0 0
6 0 0 0 0
8 0 0 0 0
10 0 0 0 0
12 0,2 0,1 0,3 0,1
14 03 0,5 04 0,2
16 04 0,5 0,7 0,3
18 0,9 1,1 1,7 0,6
20 1,1 1,3 1,5 0,8
22 2,5 23 2,7 1,9
24 2,3 2,1 1,8 2,2
26 1,9 2,2 2,3 2,7

Os soros foram diluidos a 1/200.

TABELA 6. Mostram a resposta imune em 4 hamsters que receberam a

injeg3o intraperitoneal com 5 microgramas de proteina Q mais 5 microgramas

de proteina LiHSP 70 (Exemplo 3, longo prazo).

Camundongos imunizados com a proteina Q + Hsp70

Resposta imune em relagéo a proteina Q

Semana Camundongo 1 | Camundongo 2 | Camundongo 3 | Camundongo 4
2 0,4 0,6 0,5 0,4
4 1,6 1,1 1,6 1,7
6 3 2 1,9 1,9
8 3 2,4 2,6 2,5
10 3 2,9 3 2,9
12 2,7 29 2,9 2,9
14 2,5 2,6 2,9 2,7
16 2,6 2,5 2,5 2,4
18 2,8 2,7 2,7 2,5
20 2,5 2,8 24 2,7
22 2,5 2,3 2,8 2,9

Os soros foram diluidos a 1/200.

Camundongos de controle

Ly
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Resposta imune contra a proteina Q

Semana Camundongo 1 | Camundongo 2 | Camundongo 3 | Camundongo 4
2 0 0 0 0
4 0 0 0 0
6 0 0 0 0
8 0 0 0 0
10 0 0 0 0
12 0 0,1 0,2 0,1
14 0,3 0,4 0,2 0,5
16 0,5 0,6 0,7 0,7
18 0,8 14 1,1 1,5
20 1,8 1,6 1,8 2,2

O soro fot diluido 1/200.

Camundongos foram imunizados com a proteina Q + Hsp70

Resposta imune contra a proteina Hsp70

Semana Camundongo 1 | Camundongo 2 [ Camundongo 3 | Camundongo 4

2 0,1 0,2 0,1 0,4
4 0,4 0,6 0,3 0,5
6 0,8 0,7 0,4 0,3
8 0,7 1,1 1,2 0,5
10 1,2 1,4 1,5 0,8
12 1,9 1,9 2 1,2
14 2 1,8 2,2 1,7
16 1,9 2 2,2 1,9
18 2 2,1 2 2
20 2 2,1 2,2 1,9
22 2,4 2,3 2,1 1,9

Os soros foram diluidos 1/800

Camundongos de controle

Resposta imune contra a proteina Hsp70

Semana Camundongo 1 | Camundongo 2 | Camundongo 3 | Camundongo 4

2 0 0 0 0
4 0 0 0 0
6 0 0 0 0
8 0 0 0 0
10 0 0 0 0
12 0,1 0 0,3 0
14 0,3 0,2 0,5 0,4
16 0,5 0,6 0,6 0,3
18 0,7 0,6 0,7 0,5
20 1 0,8 0,5 1,2
22 1,7 1,4 0,8 1,1

Os soros foram diluidos 1/200

EXEMPLO 4: IMUNIZACAO COM PROTEINA Q + BCG EM

144



15

55

CAMUNDONGOS BALB/c

Quatro camundongos Balb/c receberam, cada um, a injegdo
intraperitoneal com 5 microgramas de proteina Q e 10® Unidades Formadoras
de Colénia (CFU) de BCG (bacilo Calmette-Guérin) dissolvidos em 40
microlitros de PBS. A imunizagido foi efetuada em trés doses, 15 dias de
intervalo. 15 dias apds a terceira imunizagdo, eles receberam um inéculo de
parasitas infecciosos de 10° BCN150 de L. infantum pela via intracardiaca. A
cada duas semanas, por todo o tempo de imunizagdo € na totalidade da
infecgdo, amostras de sangue foram tomadas deles para testar o grau de
resposta humoral a proteina Q. Os animais foram sacrificados na semana 8
apos a infecgdo.

A Tabela 7 (a e b) mostra que os animais imunizados
respondem positivamente a proteina Q, comegando da segunda semana, € que
a resposta aumenta progressivamente até, em muitos casos, que ela alcance
valores de 400.000.

A Tabela 8 mostra a diferenga na carga parasitica entre o
figado e o bago dos animais vacinados e de controle.

TABELA 7: Resposta imune a proteina Q em camundongos Balb/c
imunizados com 5 microgramas de proteina Q e 10° CFU de BCG

Camundongos 1, 2, 3, 4 imunizados

Camundongos 5, 6, 7, 8 controles ndo imunizados
TABELA 7: REACAO A PROTEINA Q

Semana Camundongo 1 Camundongo2 Camundongo3 Camundongo 4
pré-imune 0 0 0 0
12 imunizagio
1 0 0,2 0,1 0
2! imunizag3o
3 0,5 0,7 0,8 0,9
3a imunizag3o
6 1,6 2,1 2,6 2,7
7 1,8 23 24 2,1
9 2,1 2,6 25 1,9
11 2,7 29 3 3
13 3 3 3 3
Semana Camundongo S Camundongo6 Camundongo?7 Camundongo 8

pré-imune 0 0 0 0

Mo
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12 imunizago
1 0 0 0 0

2% imunizago
3 0 0 0 0

3a imunizagio
6 0 0 0 0
7 0 0 0 0
9 0 0 0 0
11 0 0 0 0
13 0 0 0 0

o numero 3 é eqiiivalente a superabundéncia no sistema de medig3o.

os soros foram tomados no inicio de cada uma das semanas indicadas

a primeira imunizagdo foi efetuada no dia 0, a segunda, no dia 15, ¢ a
terceira, no dia 30.

TABELA 8. Carga parasitica no figado e no bago de camundongos Balb/c
vacinados com a proteina Q subcutaneamente + 10° de BCG. 8 semanas apos
a infecgdo a carga parasitica foi medida por microscopia Gtica das impressdes
dos do tecido pela medigio de diferentes campos contendo 7000 células
nucleadas. A carga parasitica ¢ representada como a quantidade de parasitas
por miligrama de tecido, tendo sido anteriormente calculado que 1 parasita
por 1000 células nucleadas é eqiiivalente a uma quantidade aproximada de
210 parasitas por miligrama de tecido.

RPB =redugio da carga parasitica, %.

Camundongo Figado (RPB) Bago (RPB)
1 72 (82%) 457 (89%)
2 40 (90%) 207 (95%)
3 48 (88%) n.d. (100%)
4 n.d. (100%) 90 (98%)
Controles

4 animais. Média 400 £ 15 4155+30

n.d. parasitas que nio puderam ser detectados em 5000 células nucleadas.

L9y
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REIVINDICACOES

1. Composi¢ao farmacéutica caracterizada pelo fato de ser para

a prevencdo de Leishmaniose em humanos € animais, compreendendo um
polinucleotideo consistindo da sequéncia de nucleotideos da SEQ ID No.: 2, e
um adjuvante fisioldgico apropriado para administragdo intraperitoneal,
subcutinea ou intramuscular.

2. Composigao farmacéutica, de acordo com a reivindicagéo 1,

caracterizada pelo fato de que compreende ainda uma proteina LiHsp70,

completa ou fragmentada, ou variantes da mesma.

3. Proteina, caracterizada pelo fato de que consiste da

sequéncia de aminoacidos da SEQ ID No.: 1.

4. Polinucleotideo, caracterizado pelo fato de que consiste da

sequéncia de nucleotideo da SEQ ID No.: 2.
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Fig 3
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Fig 4f
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