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1. Yo, Luz Clemencia DE PAEZ, en mi condicién de apoderada de la sociedad solicitante
de la patente de la referencia, me refiero al oficio No. 13059 notificado por fijacion en lista el 27
de Julio de 2012.

2, Mediante memorial del 22 de Octubre de 2012 se solicité oportunamente plazo para
responder la accion oficial.

3. Mediante oficio No. 13059 se puso en conocimiento del solicitante el informe que
. contiene las observaciones hechas por su Despacho sobre la presente solicitud de patente. Las
observaciones realizadas en el oficio se refieren a la presencia de excepciones de claridad, a la
amplitud del titulo, a la claridad del pliego reivindicatorio, a la claridad del capitulo descriptivo y
a la novedad de las reivindicaciones 1 a 6 en vista de los documentos D1 a D5.

NIT. 860.041.367-3
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3. Respuesta a las objeciones

De este modo y con el objeto de atender las objeciones arriba mencionadas, se desea
presentar las siguientes modificaciones, aclaraciones y argumentos:

3.1 Modificacion de una solicitud en tramite

De acuerdo con el articulo 34 de la Decision 486 de la Comision de la Comunidad
Andina, donde se establece que la modificacién de una solicitud es posible en cualquier
momento del tramite mientras no implique una ampliacién de la solicitud inicial, me permito
presentar un nuevo pliego reivindicatorio conformado por 6 reivindicaciones, junto con un nuevo
capitulo descriptivo y un nuevo juego de figuras.

De esta forma, y de acuerdo a la objecién hecha por el sefior examinador, se solicita el
cambio de titulo de la presente solicitud de patente a: “VACUNA RECOMBINANTE PARA
LEISHMANIASIS QUE COMPRENDE UNA PROTEINA RECOMBINANTE A2 DE FORMAS
AMASTIGOTE” '

3.2 Excepciones de patentabilidad

Se han eliminado las reivindicaciones 7 a 11 siguiendo las sugerencias del Examinador.

3.3  Argumentos a favor de la claridad del pliego reivindicatorio

La nueva reivindicacién 1 corresponde a una delimitacion de la materia anteriormente
reclamada, en donde se define correcta, clara e inequivocamente la materia que se desea
proteger. Puede notarse que dicha reivindicacién no comprende términos generales, resultados
a alcanzar ni definiciones inadecuadas.
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3.4 Argumentos a favor de la claridad del capitulo descriptivo

Se ha especificado en la descripcidn que la solucion salina tamponada corresponde a un
tampon quimico, que es un término ampliamente utilizado en el campo de la técnica y que es
sinénimo de tampoén, buffer, solucién amortiguadora o solucion reguladora. Adicionaimente, se
han reemplazado las palabras “Imagen” y “Fotografia” por “Figura’, con el fin de referirse
inequivocamente a las figuras presentadas en la solicitud.

A pesar que la descripcion de las figuras 1 y 2 especificaba “asociada 0 no con el (...)
riL-13" (subraya fuera del texto), se ha eliminado dicho término de la descripcién para evitar
confusiones.

Se han corregido las figuras 3, 6 y 13, de tal forma que definen cada una de las barras
mediante palabras pertenecientes al idioma Castellano.

3.5 Arqumentos a favor de la novedad de la invencion

La nueva reivindicacién 1 corresponde a una considerable limitacion de la materia
anteriormente reclamada. Puede notarse que la invencién, tal y como se define en la nueva
reivindicacion 1, con todas sus caracteristicas técnicas, no se encuentra divulgada en ninguno
de los documentos citados como estado de la técnica.

De acuerdo con lo anterior, la nueva reivindicaciéon independiente 1 es novedosa sobre
el estado de la técnica. Como consecuencia de lo anterior, las reivindicaciones dependientes 2
a 6 son también novedosas en virtud de su dependencia.

De acuerdo a todos los argumentos presentados, la presente solicitud cumple a
cabalidad con los requerimientos exigidos en la Decisién 486 y las objeciones formuladas por el
Examinador se ven superadas.

4, Puesto que se ha dado respuesta a todas las objeciones formuladas por el Examinador,
se solicita atentamente proceder al otorgamiento de la solicitud' de patente. En este sentido,
respetuosamente recordamos al Examinador qUe la patente no podra ser negada con base en
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objeciones diferentes a las expuestas en la accién oficial No. 13059, toda vez que al no haber
sido trasladadas a mi representada, dicha decisién violaria tanto el tenor literal del articulo 45
de la Decisién 486 como el derecho constitucional al debido proceso. En este evento, y con
base en el inciso 2 del articulo 45, respetuosamente solicitamos al Examinador expedir una
nueva accion oficial que permita a mi representada contra argumentar las mismas o modificar la
solicitud con el fin de cumplir los requisitos de patentabilidad. Adicionalmente, se desea
mencionar que en el caso de que el sefor examinador considere que una reivindicacion,
dependiente de una reivindicacion independiente patentable, no es patentable, éste debera
conceder la reivindicacion independiente y estara en libertad de negar la reivindicacion
dependiente no patentable.

5. Anexos

¢ Nuevo pliego reivindicatorio conformado por 6 reivindicaciones
¢ Nuevo capitulo descriptivo.
* Nuevo juego de figuras

e Formulario de modificaciones en solicitud pendiente

Sefior Director,
2 2
LUZ CLEMENCIA DE PAEZ
C.C. 35.456.344 de Usaquén
T.P.A. No. 23.555

COLO-16936-0841-001-8
SML\SML\ID-231607\WPC16936
No. M-2012-231607\SML
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COLO-16936-841-001-8

Industria v Comercio
SUPERINTENDENGI A

Espacio reservado para el adhesivo de radicacién

DIRECCION DE NUEVAS CREACIONES

MODIFICACIONES Y/O CORRECCIONES

1. Identificacién de! Tramite
D Error material

E‘] Patente de Invencion

[ Patente de Modelo de Utilidad
D Registro de Diseiio Industrial

D Esquema de Trazado de Circuitos Integrados

E] Modificacién a una Solicituii en tramite

|
{
i

i
|
i
|
|
i

2. Datos del solicitante

Persona Natural D

|
|
|
i

Persona lJuridica EI

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GE;RAIS

Nombre o denominacién / Nombre o razén social completa

Nombre representante legal

Tipo de empresa Micro D Pequena D

Documento de identificacion: DC.C. D C.E.

D NIT D C‘)[tro Numero

Mediana

i

!

!

O

{

Oftra D

‘Nacionalidad/Pais de constitucién | Direccidn y domicilio del titular

Ciudad

i

Brasil Avenida Anténio Carlos, 6627 Reitoria 7° andar;] Sala
7005, Minas Gerais, 31270-901, |

Belo Horizonte

Direccién electrénica

No. Fax

Numero telefénico

clientes@cavelier.com

2118650

|
;

34736 11

D Autorizo expresamente a la Superintendencia de Industria y Comercio para que todas las comunicaciones sean enviadas a

través de la direccion de correo electrénico

3. Datos del apoderado:
Apellidos y Nombre

Documento de identificacién

Tarjeta profesional

De Paez Luz Clemencia C.C. 35.456.344 T.P.A. 23.555
Direccién y domicilio Ciudad
Carrera 42 No. 72 -35 Bogota

Direccién electrénica

No. Fax

Numero telefénico

cavelier@cavelier.com

2118650

347 36 11

indicar el nimero de su radicacién o protocolo de poder general

En caso de haber presentado poder general para asuntos que se adelanten ante la Delegafura de Propiedad Industrial, sirvase

PI02-F17 vrl (2012-04-19)

$
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4, Datos del tramite

Correccion:

Expediente No 09.017.840

Aparece

Debe ser

Modificacion:

[xI

Modificacion al capitulo reivindicatorio.

Presento nuevo capitulo reivindicatorio compuesto por 6 reivindicaciones y pido respetuosamente que
el examen de patentabilidad sea realizado sobre estas nuevas reivindicaciones presentadas.
Respetuosamente manifiesto que a pesar de eliminar materia del pliego reivindicatorio originalmente
presentado, mi representada no renuncia a la proteccion que pueda obtener sobre dicha materia y se
reserva el derecho de presentar una solicitud divisional que la contenga durante el tramite de la
presente solicitud, beneficiandose de la fecha de prioridad inicialmente reivindicada.

Modificacion al capitulo descriptivo.

Presento nuevo capitulo descriptivo , el cual solicito que sea tenido en cuenta al realizar del examen
de patentabilidad

Modificaciéon al resumen.

Modificacion a los dibujos.
Presento nuevo juego de 13 figuras.

Modificacion del Titulo.

Solicito respetuosamente a su despacho tener en cuenta que el nuevo titulo de esta solicitud

de patente ha quedado como sigue: “VACUNA RECOMBINANTE PARA LEISHMANIASIS
QUE COMPRENDE UNA PROTEINA RECOMBINANTE A2 DE FORMAS AMASTIGOTE”

5. Anexos

D Poder, si fuere el caso.

EI Documento que contiene las modificaciones o correcciones.

D Copia de la solicitud y sus anexos en formato magnético.

P102-F17 vrl (2012-04-19)

o
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6. Firma

Nombre y apellidos

LUZ CLEMENCIA DE PAEZ

Firma

oL & C/@m@@a«é:@@éz

C.C. 35.456.344 DE Usaquén

Tarjeta Profesional 23.555

SML\NCAWPC16936\ID-231722

P102-F17 vr1 (2012-04-19)
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VACUNA RECOMBINANTE PARA LEISHMANIASIS QUE COMPRENDE UNA
PROTEINA RECOMBINANTE A2 DE FORMAS AMASTIGOTE

La presente invencion se refiere a la vacuna recombinante contra leishmaniasis
visceral canina que contiene la proteina A2 recombinante y saponina, como un adyuvante,
que permite la distincion entre animales vacunados e infectados a través de las pruebas
convencionales ELISA o de inmuno-fluorescencia que emplea antigenos de las formas
promastigota de Leishmania.

La leishmaniasis constituye un grupo de enfermedades parasitarias que se
presentan clinicamente como heridas cutaneas o mucocutaneas, o en la forma de una
infeccion visceral. Ellas ocurren debido a la infeccion por una variedad de especies de
protozoarios que pertenecen al género Leishmania (Organizacion Mundial de la Salud.
Programa para la vigilancia y control de la leishmaniasis.
http://who.int/emc/diseases/leish/index.html.2005). Las leishmaniasis son endémicas en
aproximadamente ochenta y ocho paises. De estos, setenta y dos son paises en
desarrollo, y en este grupo se incluyen trece de los paises con la tasa de desarrollo mas
baja del mundo. La forma visceral ocurre debido a infecciones causadas por las especies
Leishmania (Leishmania) donovani y L. (L.) infantum en paises de Europa, Asia, Africa y
el Medio Este, y debido a la especie L. (L.) chagasi en paises de Latino América
(DESJEUX, P. Comp. Immunol. Microbiol. Infect. Dis: 27, 2004). Las alteraciones en las
funciones del bazo, el higado, y la médula ésea se observan en pacientes infectados, y la
infeccion se vuelve crénica, originando fiebre irregular de larga duracion,
hepatoesplenomegalia, inmunodeficiencia, anemia, leucopenia, edema, desfallecimiento
progresivo y pérdida de peso, y posiblemente causando la muerte si no se administra
tratamiento. Los individuos infectados también pueden permanecer asintomaticos, aunque
el 20% de los individuos en regiones endémicas desarrollan la forma clasica de la
enfermedad. Los sintomas son progresivos, y las complicaciones que se derivan de la
evolucion de la infeccién son responsables de la mayor parte de las muertes (SUNDAR,
S. & RAIl. M. Cllin. Diagn. Lab. Immunol., 9: 2002).

L. (L.) chagasi ha conseguido una vasta distribucién geografica en las Américas,
encontrandose en Brasil, Argentina, Colombia, Bolivia, El Salvador, Guatemala,
Honduras, México, Paraguay, y Venezuela. Las especies tales como los marsupiales y las
zorrillas son reservorios silvestres bien conocidos del parasito. En ambientes domésticos,
se considera que el perro es el principal reservorio en el ciclo de transmisién doméstica de
la leishmaniasis visceral (VL), debido a la alta prevalencia de la infeccién canina
comparada con la humana. Los perros infectados, aun aquellos asintomaticos, presentan
una gran cantidad de parasitos en la piel, facilitando la infeccién del insecto vector
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proveniente de este reservorio, y consecuentemente, la transmision de la enfermedad a la
gente (TESH, R. Am. J. Med. Hyg.. 52, 1995).

El tratamiento de la VL canina, cualquiera que sea la medicina utilizada, no es
viable como una medida para el control de la enfermedad, por ser costosa. Mas adn, fos
perros tratados y clinicamente curados muestran frecuentemente reaparicion de la
enfermedad, permaneciendo como fuentes de infeccion para el vector, y éste origina la
opcion de seleccionar lineas que son resistentes a tales medicinas, con serias
implicaciones para el tratamiento humano (GRAMICCIA, M. & GRADONI, L. int. J.
Parasitol. 35: 2005).

Este hecho, asociado al caracter letal del VL. humano cuando no se trata, ha
hecho que la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) pretenda la eliminaciéon de los
perros cuando ellos sean seropositivos para los antigenos de Leishmania, como una
medida para que las organizaciones de salud publica controlen la enfermedad. De esta
manera, el Ministro de Salud del Brasil adopté tal procedimiento. Por lo tanto, una de las
acciones mas utilizadas en el control del VL es la eliminacién de perros infectados, que se
detectan a través de diagnostico seroldgico o por la presencia de sintomas clinicos. Sin
embargo, tales procedimientos generan una tristeza profunda e indighacién a sus
propietarios, quienes, muchas veces prefieren olvidar la mencién de la enfermedad a las
organizaciones competentes hasta cuando los animales estan cerca de su muerte,
cuando ellos se convierten en transmisores importantes del parasito (TESH, R. Am. J.
Med. Hyg.: 52, 1995).

La mayoria de las investigaciones o los desarrollos de vacunas se basan en la
identificacion de moléculas del parasito y en los protocolos de inmunizacién que pueden
inducir respuesta inmune celular Th1, un requisito esencial para inducir la proteccion de la
enfermedad. Entre los perros, la resistencia o la susceptibilidad a la enfermedad esta,
probablemente, también asociada a la dicotomia de la respuesta Th1/Th2. La resistencia
se asocia a una respuesta linfoproliferativa especifica alta y con una reaccion de
hipersensibilidad retrasada positiva (DHR), ademas de la baja cantidad de anticuerpos
especificos del parasito. La resistencia a la infeccién y la proteccion entre los perros,
estaria relacionada con una alta produccion de interferén-gama (INF-y) y de 6xido nitrico
(NO), y a la actividad leismanicida de los macréfagos infectados con el parasito, lo que
significa un perfil de respuesta inmune Th1. Los altos niveles de anticuerpos IgG1
estarian relacionados con la susceptibilidad, aunque niveles altos de IgG2a estarian
asociados con la resistencia (Moreno, J. & Alvar, J. Trends Parasitol.: 18, 2002; Molano, |.
et al., Vet. Immunol. Parasitol.: 92, 2003). Por lo tanto, en estudios que evalian la

efectividad de la vacuna contra la infeccion por Leishmania, se utilizan los anticuerpos

}J
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IFN-y e 19G2 (perros) o IgG2a (ratones) como marcadores de la respuesta Th1 y
marcadores inductores de resistencia. La interleucina-4, la interleucina-10 y los
anticuerpos IgG2 (perros) o 1gG2a (ratones), de otro lado, se utilizan como marcadores de
susceptibilidad y respuesta Th2.

Las vacunas contra la Leishmaniasis canina son dificiles de desarrollar, y debido
a esto son aun raras. Esta disponible una vacuna canina, Leishmune®. Esta utiliza como
su principio de vacuna activa un complejo antigénico purificado, que incluye proteinas,
que corresponden al Ligando Fucosa-Manosa (FML), presente en la superficie del
parasito, de acuerdo con la solicitud de patente nacional No. Pl 9302386-3 (composicion
que contiene fracciones de células de Leishmania denominadas antigeno fml, “ligando
fucosa-manosa” o “conector fucosa-manosa”, el uso del antigeno fml y sus subfracciones
y componentes para aplicaciones en inmunodiagndstico especifico para leishmaniasis
visceral humana y animal, para aplicaciones en vacunas y para el tratamiento o
inmunoterapia contra leishmaniasis visceral humana y canina).

La principal caracteristica del Leishmune® es la induccién de respuesta humoral.
El perro vacunado desarrolla rapidamente una respuesta a través de la produccion de
anticuerpos especificos contra el parasito. Muchas pruebas, presentadas por el inventor y
comparieros de la mencionada vacuna, muestran que la vacuna protege
aproximadamente el 86% de los animales que la reciben cuando se coloca en areas
endémicas. Los resultados de estos estudios se cuestionaron por la comunidad cientifica,
asi como también por la industria, en razon a que el control de los animales vacunados se
localizé en diferentes ciudades. Otra falla importante de la prueba mencionada fue la
presencia de perros, en ambos grupos, que utilizaban collares impregnados con repelente
para insectos. El parasito se transmite por la picadura de un insecto, y si se detiene el
contacto con el insecto vector por el uso de collares repelentes el perro no se expone
realmente a la provocaciéon natural pretendida. Con base en los anteriores datos, el
porcentaje de proteccion descrito es cuestionable. Por lo tanto, se han llevado a cabo
otros estudios y algunos se han llevado a cabo por solicitud de la organizacién reguladora
de salud publica.

Particularmente, en lo que corresponde a la salud publica, se conoce que de
acuerdo con las reglamentaciones de la OMS los animales seropositivos se deben
sacrificar. También se conoce que se adoptd esta medida en Brasil. Una vez que se ha
recibido esta vacuna, el animal desarrollara una fuerte respuesta a través de anticuerpos
especificos al parasito, volviéndose seropositivo. El diagnéstico manifestado por las
organizaciones publicas es el serologico, debido a que éste es barato y faciimente
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ejecutable, capaz asi de aplicarse en todas las regiones del pais sin problemas
adicionales. Los perros vacunados se deben sacrificar.

La no distincién, mediante los métodos tradicionales, de animales infectados de
aquellos vacunados, crea simplemente un mayor problema de salud publica. Los
propietarios de los animales vacunados muestran el carné de vacuna y no permiten que
se sacrifique el animal. Teniendo en cuenta que por cada cien animales que recibieron la
vacuna, aproximadamente catorce se infectaron, se conduce a un incremento en la
cantidad de posibles reservorios de leishmaniasis doméstica. Otro tema importante es el
relacionado con las inquietudes epidemiolégicas hechas por el Ministerio de Salud, que
son una forma importante de identificar la evolucion de la enfermedad en diferentes
regiones. Esta inquietud se basa parcialmente en los resultados serologicos de los perros.
Con el advenimiento de la vacunacién con Leishmune® los resultados obtenidos no son
reales, porque los animales seropositivos pueden no estar infectados, sino simplemente
vacunados. Es posible distinguir entre perros que sean seropositivos debido a la
vacunacion o debido a la infeccion mediante examenes que detectan la presencia del
parasito, tal como la Reaccién en Cadena de Polimerasa (PCR) o inmunocitoquimica. Sin
embargo, para desarrollar estas pruebas, se requieren técnicas finas y un equipo vy
reactivos costosos, ademas de técnicos entrenados, con el fin de garantizar la precision
de los resultados. El PCR se hace en clinicas privadas; su uso en salud publica es dificil
de implementar y de costos financieros elevados.

Ademas de esto, el Leishmune® tiene unos altos costos de produccién, llegando
al mercado a precios que hacen imposible el acceso a éste para toda la poblacién. Se
sabe que Brasil tiene una gran poblacién de bajos ingresos, y estas personas no tienen
acceso al producto mencionado. Como ésta es una enfermedad que se expande a si
misma en muchas regiones del pais, es aun mas importante adoptar medidas que
impidan la continuidad de la transmisién del parasito, especialmente la infeccion de perros
que viven en areas domésticas o adjuntas. El posible uso de este producto en campaiias
de salud publica seria costoso, ademas de los problemas anteriormente mencionados. El
Leishmune® presenta caracteristicas inmunoldgicas interesantes, pero va en contra de
las medidas de control adoptadas para las epidemias habituales, deteniendo el sacrificio
de los perros seropositivos, interfiiendo en las inquietudes epidemiolégicas y también
siendo de alto costo para el uso en salud publica.

Se ha identificado el antigeno A2, inicialmente, en la especie, L. (L.) donovani,
por Charest & Matlashewsky (Mol. Cell. Biol.: 14, 1994), por una coleccion de formas
amastigotas del cADN de L. (L.) donovani. Se agrupan copias multiples del gen A2 en el
cromosoma 22 de L. (L.) donovani (850 kb). Estos genes se mantienen en las especies L.



(L.) donovani, L. (L.) infantum, L. (L.) chagasi, L. (L.) amazonensis y L. (L.) mexicana
(Ghedin et al., Clin. Diagn. Lab. Immunol.: 4, 1997).

En busquedas previamente realizadas a través de los bancos de patentes, se

5  encontraron solicitudes de patentes relacionadas con el uso del antigeno A2 como un

reactivo para la vacunacion contra leishmaniasis, como se describe adelante. El nimero

de patente US5733778 establece la secuencia de nucleétido del gen A2 y reivindica la

proteccion de su expresion en anfitriones microbianos. La secuencia del gen A2 de la
cadena del L. (L.) donovani VL9 se depositd en el Genebank, como se describe adelante:

10

LOCUS S69693 mARN lineal 2817 bp INV 26-MAR-2002

ACCESO 569693

VERSION $69693.1 Gl1:546453

ORGANISMO Leishmania (donovani) infantum
Eucaryota; Euglenozoa; Kinetoplastida; Trypanosomatidae;
Leishmania.

OBSERVACION El grupo del GenBank en la Biblioteca Nacional de Medicina cred

éste
CARACTERISTICAS Localizacién/Calificadores
fuente 1..2817

/organism= “Leishmania donovani infantum”
/mol_type= “mRNA”
/strain= “Ethiopian LV9”
/sub_species= “infantum”
/db_xref= “taxon:5662"
/dev_stage= “amastigote”
1..2817
/gene= “A2”
72..782
/gene= “A2”

E

9]
o
w

|

/note= “Plasmodium falciparum S antigen homolog; This sequence
comes from Fig. 5A”

/codon_start=1

/product= “stage-specific S antigen homolog”

fprotein_id= “AAB30592.1"

/db_xref= “Gl:546454"

ORIGEN

1 gagctceccee agegaccctc tcggcaacge gagegeccea gteccceccac geacaacttt
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61 gaccgagcac aatgaagatc cgcagegtge gtccgcttgt ggtattgegtg gtgtgegteg

121 cggceggtgct cgcactcage gecteecgetg ageecgeacaa ggeggecgtt gacgteggec
181 cgctcteegt tggeeegeag teegteggece cgetcetetgt tggeececgeag getgttggee

241 cgctcteegt tggeccgeag teegteggece cgetetetgt tggecegeag getgttggee

301 cgctctetgt tggeccgeag teegttggee cgeteteegt tggeeegcete teegttggee

361 cgcagtctgt tggceegcete tecgttggcet cgeagteegt cggeccgcete tetgttggte

421 cgcagteegt cggeecgcete teegttggee cgecaggetgt tggeecgcetc teegttggee

481 cgcagtecgt cggececegcte tetgttggee cgecaggetgt tggeccgcete tetgttggee

541 cgcagtccgt tggeeegcete tecgttggee cgeagtetgt tggeecgcete teegttggee

601 cgcagteegt cggececgctc tetgttggte cgeagteegt cggeecegcete tecgttggee

661 cgcagtetgt cggeecgctce teegttggee cgeagteegt cggeccegcete teegttggte

721 cgcagteegt tggeccgcete teegttggee cgecagtecgt tgacgtttet ceggtgtett

781 aaggctcggc gtecgcetttc cggtgtgegt aaagtatatg ccatgaggcea tggtgacgag

841 gcaaaccttg tcagcaatgt ggcattatcg tacccgtgca agagcaacag cagagctgag
901 tgttcaggtg gccacagceac cacgctectg tgacacteeg tggggtgtat gtgacettgg

961 ctgctgttge caggcggatg aactgcgagg geccacageag cgcaagtgec gettccaace
1021 ttgcgacttt cacgccacag acgcatagea gegecctgec tgtcgeggeg catgegggea
1081 agccatctag atgcgectct ccacgacatg gccggaggeg gecagatgaag gcagegacce
1141 cttttcceeg gecacgacge cgegetgagg cgggecccac agegcagaac tgcgagegeg
1201 gtgcgeggge getgtgacge acagecggea cgecagegtac cgcacgcaga cagtgeatgg
1261 ggaggccgga ggagcaagag cggtggacgg gaacggcgceg aagcatgegg cacgeccteg
1321 atgtgcectgt gtgggctgat gaggegegga tgccggaage gtggegaggg catcecgagt
1381 tgcaccgtcg agtcctccag geccgaatgt ggegagectg cggggagceag attatgggat
1441 geggetgete gaagegaceg agggegcetga ccggaaggtg geccacttee teetegggece
1501 tgtgcggceat cegecctega tegggagecce gaatggtgge cgcgegggtg aaggegtgec
1661 gcccaccege gteteegtgt ggegecgcetg ggggecaggtg cgctgtgget gtatatgtge
1621 gctgatgtge tgacttgttc gtggtgggcet atgggcacgg tgaggggcega cgttggecct
1681 tgctgacttc ctetgcttte ttattattct cagtgeecce getggattgg getgeategg

1741 cggtctgtat cgegcttgtc tetcteattt gacggetgeg cgectecege cecteccact

1801 cgtgctgtgg gatggaggcea cggeegggcet ctotgttgtg tgcaccgbgt gcaagaattc
1861 agatgaggga ctgccgageg agcagacaaa gcagcagcag caacaggaag geaggectga
1921 geacgttttc tittctetct tgagactgeg gactacggga atcagagacg tcgtcagaga

1981 cgcgeatceg caccegegeg ctatgettee tegttetete tceegececca ttetgtgege

2041 ctgcectgtet gegtgtegeg agegecgttg ccggeggtet ctetececte cettegette

2101 tetettgcaa gegcettectt tttcacagee gaacgttget getcgectgg aggeegttee

2161 ccctcettatc atctctgcat ttatttttac acgtgctttt gctttggett cctgacgatg

2221 ccggcecacct caccgeggtg tcagggecca gegeccactce tttgtgggea ggecaagtag
2281 cctgcagcct geccatgage acggcetgtgg actcttggtg ccageggaca ggtgtgggct
2341 ggcegctgtge cggtgacacc aacggteatg atgacgcttg gaccagctea ctgeggatca
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2401 tgccgacgat tcaacgaatg cgcgcatcca cetactgect ttetgecttt getgegetge

2461 ggtggtactg agegtggtce cggggectag cetgegetgt acgcagegge attgeggtag
2521 gectgagegge gecaggeggt getggeegge cotgetgett ggecatageceg tggegtgeag
2581 cagatgcgga tgggcetgtgg ctgecgeatge gtgtgtgegt tgacttgttc gtgatgageg

2641 ggcacgtaaa cggcaaaatg cgctttggeg ttccggegee acgeteegge getagtgcag
2701 tattcgaata cgcgcectgaa gaggtggega ggaaaatgge acgaggcgca gagggaaaaa
2761 acgaaaagtg caaagtgcgc aaaccgcgca gaaaatgcgg gaaaaacgaa aagtgca

Las solicitudes de patente US570591, WO9506729, EP0716697 vy
MXPAO3008832 reportan la secuencia de aminoacidos de la proteina A2. El A2 esta
compuesto de una secuencia de diez aminoacidos, repetida de cuarenta a noventa veces,
dependiendo del gen de la “familia A2” que lo codifica (Charest & Matlashewski. Mol. Cell.
Biol.: 14, 1994; Zhang et al., Mol. Bioch. Parasitol.:78, 1996), como se muestra adelante:
MKIRSVRPLVVLLVCVAAVLALSASAEPHKAAVDVGPLSVGPQSVGPLSVGPQAVGPLSV
GPQSVGPLSVGPQAVGPLSVGPQSVGPLSVGPLSVGPQSVGPLSVGSQSVGPLSVGPQ
SVGPLSVGPQAVGPLSVGPQSVGPLSVGPQAVGPLSVGPQSVGPLSVGPQSVGPLSVG
SQSVGPLSVGPQSVGPLSVGPQSVGPLSVGPQSVGPLSVGPQSVGPLSVGPQSVDVSP
VS.

La solicitud de patente US5780591, que describe ademas la proteina nativa A3,
es decir, describe como ésta se encuentra en el parasito, reivindica su posible uso como
una vacuna o un antigeno de diagnéstico. La solicitud de patente US5733778 describe la
secuencia de ADN del gen A2 y su expresiéon bacteriana. La solicitud de patente
US6133017 describe la obtencién de parasitos atenuados (Leishmania donovani)
mediante la supresién del gen A2, asi como también su utilizacion como vacunas
atenuadas. Las patentes WO9506729, EP0716697 o MXPAQ3008832 se relacionan una
con la otra y reivindican la utilizacién del antigeno A2 en la forma de una proteina
recombinante, ADN o parasitos atenuados como una vacuna. En Brasil la solicitud de
patente P10208532 (numero PCT CA0200437) se registré en el INPI (Instituto Nacional de
la Propiedad Industrial), bajo el titulo genérico de “vacina contra leishmania” (vacuna
contra leishmania), que describe la invencion de una vacuna de ADN cuyo componente
antigénico es el antigeno A2, y también describe el proceso para administrar esta vacuna
de ADN que induce respuesta inmune a la infecciéon de Leishmania en el anfitrién al cual

se administra.

Las evidencias experimentales que soportan las solicitudes de proteccidon para
las vacunas anteriores, sin embargo, consisten esencialmente de dos estudios de
vacunacion (Ghosh et al. Vaccine: 19, 2001; Ghosh et al., Vaccine: 20, 2002). En estos
estudios se evaluaron modelos experimentales (ratones), haciendo uso del antigeno A2
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bajo la proteina recombinante asociada a Cornybacterium parvum, como un adyuvante, o
en la forma de ADN con el plasmido pCDNA3/EB. De acuerdo con aquellos estudios, los
animales inmunizados con el antigeno A2 y expuestos con L. donovani han presentado
una reduccion significativa de la carga parasitaria en el higado y una aita produccién de
los anticuerpos INF-y e lgG2a especificos para la proteina A2. Aun cuando la vacunacion
con el ADN A2 otorga proteccion, la proteccion fue mas significativa cuando el ADN se
asocia al plasmido pCDNA3/E6. Aunque necesaria para la validacidén de la eficacia de la
formulacion de vacuna, la etapa de evaluacién en muchos modelos experimentales no se

puede considerar concluyente, aun cuando ésta presenta resultados positivos.

El desarrollo de una vacuna que sea efectiva para proteger los perros vy,
consecuentemente, disminuir las posibilidades de transmisién a los humanos, seria de
gran importancia para el control de la leishmaniasis. En Brasil, los Ministerios de Salud y
Agricultura, de acuerdo con un edicto que estad disponible para consulta publica
(www.mapa.gov.br), manifiesta que esta vacuna, una vez aplicada a los perros, debe ser
capaz de inducir una respuesta inmunolégica efectiva para reducir el parasitismo en el
tejido y la transmision del parasito al insecto vector. Esto se puede verificar a través de
xenodiagndstico, reacciéon en cadena de polimerasa (PCR) o inmunoistoquimica. Ademas
de esto, la vacuna debe permitir la distincion serologica entre perros vacunados e
infectados aunque empleando métodos de laboratorio de bajo costo que estén disponibles
para la red publica, no sobrecargando asi el Sistema de Salud Publica. Por lo tanto, la
adopcion de una vacuna como una nueva medida de control no debe interferir con las
medidas de control habituales.

La presente invencién propone el empleo del antigeno A2 amastigoto especifico
en preparaciones de vacuna como una solucion para estos aspectos relacionados con el
desarrolio de una vacuna aplicable al contexto epidemiolégico de la leishmaniasis,
especialmente en Brasil. En razén a que éste es un antigeno especifico de la forma
amastigota de varias especies de Leishmania, los anticuerpos producidos por los perros
en el proceso de vacunacién con este antigeno no son reactivos a las pruebas de
infeccion en diagndstico serolégico. Esto se debe al hecho de que en la rutina del
laboratorio disponible a la red de salud publica brasilefia estas pruebas utilizan antigenos

basados en la forma promastigota del parasito, que es mas barata de obtener.

Después de muchas evaluaciones y la verificacion de la eficacia del antigeno A2
para inducir proteccién contra la infeccién causada por L. chagasi y L. amazonensis, se
desarrollan las especies principales de Leishmania que originan VL en Brasil, y después
de caracterizar la respuesta inmune inducida por el antigeno A2 en ratones, se describe

adelante la formulacion de vacuna, que se va a utilizar en perros. La capacidad de esta
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formulacién para inducir una respuesta inmune humoral y celular adecuada en perros se
evalub entonces considerando que ésta se debe adecuar al uso como una vacuna VL en
el contexto epidemiologico de esta enfermedad en regiones donde el sacrificio de los
animales seropositivos se adopta como una medida de control. Habitualmente, las
pruebas de diagnéstico utilizadas por la red de salud publica no permiten la distincion
serolégica entre animales infectados y aquellos que recibieron vacunas hechas de
antigenos de las formas promastigota del parasito. El objetivo de esta solicitud actual es
una formulacién que permita tal distincion, en razén a que ésta se hace de un antigeno de
las formas amastigota del parasito, evitando el sacrificio de animales saludables, los
cuales, por lo tanto, no han contraido la enfermedad.

La invencion aqui descrita presenta asi una nueva formulacién de vacuna
compuesta de la proteina A2 recombinante, asociada a adyuvantes tal como la saponina,
que no es limitante y presente eficacia probada para inducir proteccién adecuada y
respuesta inmune, no solamente en modelos experimentales, sino también en perros.

La formulacién se compone del antigeno A2 de Leishmania, producido en
Escherichia coli, en la forma de proteina recombinante (o antigeno). Las férmulas
cualitativa y cuantitativa contienen:

Proteina A2-HIS (rA2) recombinante  ........................ 50 a 200,00 pg/mL
SaPONING ..o, 0,125 a 0,500 mg/mL
Solucién salina tamponada q.s.p (fampén quimico)............... 1,00 mL

Timerosal ..o 0,01 mL

Para la produccién de la proteina A2 recombinante la secuencia codificante de
este antigeno se cloné en el vector de expresioén de la proteina pET. Se transformé la
cadena de Escherichia coli BL21, y de esta manera la proteina A2 se expresd con una
cola de seis aminoacidos de histidina, que permite la purificacion de la proteina
recombinante a través de cromatografia de afinidad para niquel. Las pruebas de
electroforesis en los sistemas SDS-PAGE, las pruebas Western-Blot y la secuenciacién
de ADN confirmaron la identidad de la proteina A2 clonada en E. coli. La expresién de la
proteina A2 recombinante (rA2) se obtuvo después de la induccion del cultivo bacteriano
con 1,0 mM de IPTG (isopropil-B-D-tiogalactopiranosida). La proteina rA2 se purificé a
través de la cromatografia de afinidad en la columna que contiene iones de niquel.
Despues de purificarse, se evaluaron la integridad y la pureza de la proteina a través de la
técnica de Inmuno Blot. El ajuste de la concentracion de proteina por mL se hace
utilizando una solucién salina tamponada (tampoén quimico) que contiene 0,5 mg de
saponina y timerosal.
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La principal innovacion de la formulacién de esta vacuna es su capacidad de
inducir respuesta inmune celular en perros, caracterizada por la induccidn en altos niveles
de INF-y, y respuesta inmune humoral, caracterizadas por la produccién de anticuerpos
especificos contra el antigeno de vacuna que, aln, no reacciona con el extracto no
soluble (bruto) o soluble de las formas promastigota de la Leishmania en las pruebas
ELISA o en la reaccion de inmunofluorescencia.

De esta manera, los perros vacunados con la formulacién de vacuna
permanecen seronegativos después de que cada una de las dosis de vacuna necesarias
para el proceso de inmunizacién, permite la distincién serolégica entre animales
vacunados con A2 y aquellos infectados, que son seropositivos en las pruebas ELISA, por
medio del extracto no soluble (bruto) o soluble de los parasitos.

De esta manera, los perros vacunados con esta formulacién de vacuna
permanecen seronegativos después de cada una de las dosis de vacuna necesarias para
el proceso de inmunizacion. Es posible asi desarrollar la distincion serolégica entre solo
vacunados con A2 de aquellos infectados, que son seropositivos en pruebas ELISA o en
reaccidn con el extracto de parasito bruto o soluble.

Los resultados descritos anteriormente se pueden demostrar mediante los
siguientes ejemplos:

Ejemplo 1: niveles de protecciéon inducida contra la infeccion por L.
amazonensis en ratones BALC/c inmunizados con el antigeno A2.

La inmunizacion con el antigeno A2, en la forma de la proteina A2 recombinante
(rA2) asociada con el riL-12 como un adyuvante, o en la forma de ADN A2, fue efectiva
para otorgar proteccion en ratones BALB/c contra exposicién-infeccion por L.
amazonensis. En la evaluacién de los animales inmunizados y expuestos se observo una
reduccion significativa del tamafio promedio de las heridas, asi como también una
reduccion en la carga parasitaria en las garras infectadas (imagenes 1y 2).

La Figura 1 presenta la evaluacion del tamafio promedio de las heridas en las
garras infectadas de los ratones BALB/c inmunizados con la proteina A2 recombinante
(rA2), asociada o no con el rlL-12, con aDN A2 o con ADN pCDNA3 y expuestos a L.
amazonensis. Se inmunizaron los grupos de ratones BALB/c (n=6, por ejemplo) con ADN
A2, en el musculo tibial izquierdo, a intervalos de 21 dias. Los grupos de ¢ontrol recibieron
solamente PBS o se inmunizaron con el plasmido vacicg (pCDNA3 ADN). Como un control
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adyuvante, los ratones también se inmunizaron subcutaneamente con la proteina rA2,
asociada o no con riL-12 o solamente con el rlL-12. Los ratones fueron expuestos a 1x10°
promastigotos de L. amazonensis en la fase de crecimiento estacionario, en la
aponeurosis plantar. La evolucién del tamafio de la herida se monitoreo a través de
mediciones semanales del ancho de la garra infectada y la no infectada. Cada punto
representa el promedio, con la desviacién estandar agregada a o sustraida de ésta (en
mm), obtenida mediante la diferencia entre el ancho de la garra infectada y la no
infectada.

La Figura 2 representa la Evaluacién de la carga parasitaria en las garras
infectadas de los ratones BALB/c inmunizados con la proteina A2 recombinante (rA2),
asociada o no con riL-12, con aDN A2 o con ADN pCDNA3 y expuesta a L. amazonensis.
Los grupos de ratones BALB/c (n=6, por ejemplo) se inmunizaron con 2 dosis de 100 pg
de ADN A2, en el musculo tibial izquierdo, a intervalos de 21 dias. Los grupos de control
recibieron solamente PBS o se inmunizaron con el plasmido vacio ((°CDNA3 ADN). Como
un .control adyuvante, los ratones también se inmunizaron subcutdneamente con la
proteina rA2, asociada o no con rlL-12 o solamente con riL-12. 28 dias después de la
dltima dosis, los ratones fueron expuestos a 1x10° promastigotos de L. amazonensis en Ia
fase de crecimiento estacionario, en la aponeurosis plantar. Aproximadamente ocho
semanas después de la exposicion-infeccion, la carga parasitaria en los animales (n=4 por
grupo) se determind mediante la técnica de diluciéon limitante, como se describe en la
Seccién de Materiales y Métodos. Cada barra representa el promedio, con la desviacién
estandar agregada o sustraida de ésta, que corresponde al logaritmo del nimero de
parasitos obtenidos por mg de tejido. Las diferencias entre los promedios se verificaron

mediante la prueba t de Student, que se considera significativa para p por debajo de 0,05.

Ejemplo 2: respuesta inmune celular y humoral en ratones BALB/c
inmunizados con el antigeno A2 y expuestos a L. amazonensis

Los animales inmunizados con ADN A2 o con rA2/rlL-12 y expuestos a L. (L.)
amazonensis presentaron una produccion significativa de IFN-y después de la
estimulacioén in vitro de los esplenocitos con la proteina rA2 o con el extracto total de los
promastigotos L. (L.) amazonensis (SLA) (Figura 3). Ademas de esto, se observaron bajos
niveles de IL-4 e IL-10 en estos grupos, comparados con los grupos de control, después
de estimulacion de las células con la proteina rA2 o con SLA de L. (L.) amazonensis
(Figuras 4 y 5).

La Figura 3 es una grafica que representa la produccion de IFN-y mediante

esplenocitos de ratones BALB/c inmunizados con la proteina A2 recombinante (rA2),
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asociada o no con el rlL-12, con el rlL-12, ADN A2 o ADN pCDNA3 y expuesta a L. (L.)
amazonensis. Las células de bazo de los ratones BALB/c se recolectaron antes de la
exposicion-infeccién, o aproximadamente ocho a nueve semanas después de la
exposicion en el caso de aquellos inmunizados a L. (L.) amazonensis. Como controles, se
evaluaron células no estimuladas o células estimuladas con concanavalina A (5 ug/ml),
con el fin de evaluar la viabilidad celular. Los cultivos se incubaron durante 48 horas en un
horno a 37°C, con la presencia de CO, al 5%. Después de esto, se recolecto el
sobreflotante y se determiné la produccion de IFN-y mediante ELISA de captura. El eje de
las abscisas indica el estimulo utilizado en el cultivo celular, y también el momento cuando
se recolectaron las células: antes o después de la exposicion-infeccion. El eje de las
ordenadas indica la concentracién, en pg/ml, de IFN-y. Cada barra representa la
produccion promedio del IFN-y, con la desviacion estandar de cada grupo agregada o
sustraida de ésta.

La Figura 4 representa la produccioén IL-4 de esplenocitos de los ratones BALB/c
inmunizados con la proteina A2 recombinante (rA2), asociada o no con rlL-12, con rlL-12,
ADN A2 o ADN pCDNA3 y expuesta a L. (L.) amazonensis. Las células de bazo de los
ratones BALB/c se recolectaron antes de la exposicion-infecciéon, o aproximadamente
ocho a nueve semanas después de la exposicion en el caso de aquellos inmunizados con
L. (L.) amazonensis. Las células se cultivaron (1 x 10%ml) en 1 ml de medio DMEM
completo y estimulado con la proteina rA2 (10 ug/ml) y con el SLA de L. (L.) amazonensis
(50 pg/ml). Como controles se evaluaron células no estimuladas o células estimuladas
con concavalina A (5ug/ml), con el fin de evaluar la viabilidad celular. Los cultivos se
incubaron durante 48 horas en un horno a 37°C, con la presencia de CO, al 5%. Después
de esto, se recolecté el sobreflotante y se determind la produccion de IL-4 mediante
ELISA de captura. El eje de las abscisas indica el estimulo utilizado en el cultivo celular, y
el momento cuando se recolectaron las células: antes o después de la exposicidn-
infeccion. El eje de las ordenadas indica la concentracién, en pg/ml, de IL-4. Cada barra
representa la produccion promedio del IL-4, con la desviacidn estandar de cada grupo
agregada o sustraida de ésta.

La Figura 5 muestra la grafica que representa la produccion de IL-1 mediante los
esplenocitos de los ratones BALB/c inmunizados con la proteina A2 recombinante (rA2)
asociada o no con riL-12, con riL-12, ADN A2 o ADN pCDNA3 y expuesta a L. (L.)
amazonensis. Las células de bazo de los ratones BALB/c se recolectaron antes de la
exposicion-infeccion, o aproximadamente ocho a nueve semanas después de la
exposicion en el caso de aquellos inmunizados con L. (L.) amazonensis. Las células se
cultivaron (1 x 10%ml) en 1 ml de medio DMEM completo y estimulado con la proteina rA2

(10 pg/ml) y con el SLA de L. (L.) amazonensis (50 pg/ml). Como controles se evaluaron
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células no estimuladas o células estimuladas con concavalina A (5ug/ml), con el fin de
evaluar la viabilidad celular. Los cultivos se incubaron durante 48 horas en un horno a
37°C, con la presencia de CO; al 5%. Después de esto, se recolectd el sobreflotante y se
determiné la produccién de IL-10 mediante ELISA de captura. El eje de las abscisas
indica el estimulo utilizado en el cultivo celular, y el momento cuando se recolectaron las
células: antes o después de la exposicidn-infeccion. El eje de las ordenadas indica la
concentracion, en pg/mi, de IL-10. Cada barra representa la produccién promedio del IL-
10, con la desviacion estandar de cada grupo agregada o sustraida de ésta.

En la evaluacion de la respuesta inmune humoral (Figura 6), las muestras de
suero recolectadas de los animales inmunizados con rA2/riL-12 o con ADN A2, y
expuestas a L. amazonensis mostraron alta produccién de anticuerpos 1gG2a especificos
a la proteina rA2 (anti-rA2) y la baja produccion de anticuerpos especifica al parasito (anti-
SLA), opuesta a lo que se observd en los grupos de control (COELHO et al. Infect.
Immun.: 71, 2003; COELHO. TESE, phD in Immunology. Belo Horizonte: Instituto de
Ciéncias Biolégicas da UFMG, 2004).

La Figura 6 muestra la produccion del IgG total en las muestras de suero de
ratones BALB/c inmunizados con la proteina A2 recombinante (rA2), asociada o no con
riL-12, con riL-12, ADN A2 o ADN pCDNA3 y expuesta a L. (L.) amazonensis. Las
muestras de suero de los ratones BALB/c se recolectaron antes dé la exposicion-
infeccién, o aproximadamente ocho a nueve semanas después de la exposicion en el
caso de aquellos inmunizados con L. (L.) amazonensis. Las placas se sensibilizaron con
la proteina rA2 (250 ng/pozo) o con L. amazonensis SLA. La produccién del IgG total se
determin6 mediante ELISA de captura. Sobre el eje de las abscisas esta la clase IgG total
especifica para la proteina rA2 o para el L. amazonensis SLA, y el momento cuando se
recolectaron las muestras: antes o después de la exposicion-infeccion. El eje de las
ordenadas muestra la absorbancia a una longitud de onda de 492 nm. Cada barra
representa la produccién promedio del IgG total, con la desviacidn estandar de cada
grupo agregada o sustraida de ésta.

En la evaluacién de las subclases IgG1 e IgG2a especificas para la proteina rA2
o especificas para los antigenos del parasito (SLA), se puede observar (Figura 7) que las
muestras de suero recolectadas de los animales inmunizados con rA2/riL-12 o con ADN
A2 y expuestas con L. amazonensis fueron predominantes en la produccién de
anticuerpos IgG2a especificos a la proteina rA2 (anti-rA2), cuando se compard con los
niveles de anticuerpos IgG1 anti-rA2 obtenidos. Los animales inmunizados con A2
permanecieron, sin embargo, seronegativos en las pruebas que utilizaron antigenos de la
forma promastigota de Leishmania (SLA) (Coelho et al., 2003; Coelho, 2004).
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La Figura 7 describe la produccion del IgG1 e IgG2a en muestras de suero de
ratones BALB/c inmunizados con la proteina A2 recombinante (rA2), asociada o no con
riL-12, con riL-12, ADN A2 o ADN pCDNA3 y expuesta a L. (L.) amazonensis. Las
muestras de suero de los ratones BALB/c se recolectaron antes de la exposicion-
infeccién, o aproximadamente ocho a nueve semanas después de la exposicion en el
caso de aquelios inmunizados con L. (L.) amazonensis. Las placas se sensibilizaron con
la proteina rA2 (250 ng/pozo) o con SLA L. amazonensis. La produccién del IgG1 e IgG2a
se determind mediante ELISA de captura. El eje de las abscisas muéstra indicaciones de
las sub-clases IgG1 e IgG2a especificas para la proteina rA2 o especificas para el SLA L.
amazonensis, y el momento cuando se recolectaron las muestras: antes o después de la
exposicion-infeccion. El eje de las ordenadas muestra la absorbancia a una longitud de
onda de 492 nm. Cada barra representa la produccién promedio del IgG1 e 1gG2a, con la

desviacion estandar de cada grupo agregada o sustraida de ésta.

Ejemplo 3: niveles de proteccion inducidos contra la infeccién por L.
chagasi en ratones BALB/c inmunizados con el antigeno A2

El antigeno A2, cuando se administra en la forma de ADN A2, también probé ser
efectivo para otorgar proteccion a ratones BALB/c contra la exposicidn-infeccion con L.
chagasi, el agente etiolégico principal de la Leishmaniasis Visceral en los paises de Sur
Ameérica. Los animales inmunizados y expuestos desplegaron una reduccién en la

expresion en la carga parasitaria en el higado (Figura 8) y en el bazo (Figura 9).

Figura 8. Evaluacion de la carga parasitaria en el higado de ratones BALB/c
inmunizados con ADN A2 y expuestos a L. chagasi. Los grupos de ratones BALB/c (n=6
por grupo), después de los protocolos de inmunizacion, fueron expuestos con 1x10’
promastigotos de L. chagasi en la fase de crecimiento estacionario, mediante el método
endovenoso, como se describe en la Seccién de Materiales y Métodos. Treinta y cinco
dias después de la exposicion los animales (n=4 por grupo) se sacrificaron y se recuperé
el higado, con el fin de determinar la carga parasitaria. Las barras representan el log
promedio del numero de parasitos por érgano, con la desviacion estandar de cada grupo
agregada o sustraida de ésta. El log promedio del nimero total de parasitos por érgano se
comparé a través de la prueba t de Student. Las diferencias estadisticas se consideraron
significativas para p menor de 0,05. Hubo una diferencia significativa entre la carga
parasitaria hepatica de los animales provenientes del grupo ADN A2 y aquellos
provenientes del grupo PBS (p es menor de 0,0005) y del grupo pCl (p es menor de
0,005).
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La Figura 9 muestra el resultado de la evaluacion de la carga parasitaria en el
bazo de los ratones BALB/c inmunizados con ADN A2 y expuestos con L. chagasi. Los
grupos de ratones BALB/c (n=6 por grupo), después de los protocolos de inmunizacién, se
expusieron con 1x107 promastigotos de L. chagasi en la fase de crecimiento estacionario,
mediante el meétodo endovenoso, como se describe en la Seccién de Materiales y
Métodos. Treinta y cinco dias después de la exposicion los animales (h=4 por grupo) se
sacrificaron y se recuperd el bazo, con el fin de determinar la carga parasitaria. Las barras
representan el log promedio del nimero de parasitos por 6rgano, con la desviacién
estandar de cada grupo agregada o sustraida de ésta. El log promedio del ntimero total
de parasitos por 6rgano se comparé a través de la prueba t de Student. Las diferencias
estadisticas se consideraron significativas para p menor de 0,05. Hubo una diferencia
significativa entre la carga parasitaria del bazo de los animales provenientes del grupo
ADN A2y aquellos provenientes de los grupos PBS y pCl (p es menor de 0,005 y 0,05,
respectivamente).

Ejemplo 4: respuesta inmune celular en ratones BALB/c inmunizados con
el antigeno A2 y expuestos a L. amazonensis

Los ratones BALB/c inmunizados con el antigeno A2, en la forma de ADN, y
expuestos a L. chagasi produjo niveles significativamente superiores de IFN-y (Figura 10)
y niveles significativamente menores de IL-10 (Figura 11) después del estimulo de los
esplenocitos con la proteina rA2 o con el extracto total de las proteinas L. chagasi (LcPA),

comparada con los animales provenientes del grupo de control.

Figura 10: grafica de la produccién de IFN-y mediante esplenocitos de ratones
BALB/c inmunizados con ADN A2 antes y después de la exposicién a L. chagasi. Las
células del bazo de los ratones BALB/c inmunizados se recolectaron cuatro semanas
después de la inmunizacioén o aproximadamente nueve semanas después de la infeccion
con L. chagasi. Las células (2x10° células por ml) se cultivaron en DMEM completo y se
estimularon con las proteinas recombinantes rNH, rA2 o rLACK (concentraciones de 10
ug/mL) o con el extracto de proteina de L. chagasi (50 ug/mL). Los sobreflotantes se
recolectaron 48 horas después del cultivo y estimulo de las células. La produccion del
IFN-y se determin6 mediante ELISA de captura. El eje de las abscisas indicé los estimulos
utilizados en el cultivo celular, y el eje de las ordenadas indica la concentracion de IFN-y
(pg/ml). Cada barra representa el promedio, con la desviacion estandar de la produccién
de IFN-y de cada grupo agregada o sustraida de ésta. La produccion base de IFN-y es
428,0, al cual se agrega o se sustrae 66,45 pg/mL. (*) Indica la diferencia significativa en
relacién con los grupos de control PBS y ADN, evaluada mediante la prueba t de Student.
Los valores se consideran significativos para un p inferior de 0,05.
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La Figura 11 muestra la produccién de IL-10 mediante los esplenocitos de los
ratones BALB/c inmunizados con los plasmidos de ADN AH, ADN A2, ADN LACK o sus
asociaciones antes y después de la exposicién con L. chagasi. Los grupos de los ratones
BALB/c (n=6 por grupo), después de los protocolos de inmunizacion, se expusieron con
1x10” promastigotos de L. chagasi en fase de crecimiento estacionario, mediante el
método endovenoso, como se describe en la Seccion de Materiales y Métodos. Veintiocho
dias después de la inmunizacion o treinta y cinco dias después de la exposicion-infeccion
se cultivaron las células de bazo en medio DMEM completo y se estimulé con las
proteinas recombinantes rNH, rA2 o LACK (de 10 ug/mL) o con el extracto soluble de L.
chagasi (LcPA, 50 pg/mL). Los sobreflotantes se recolectaron 48 horas después del
cultivo y estimulo de las células. La produccion del IFN-y se determindé mediante ELISA de
captura. El eje de las abscisas indico los estimulos utilizados en el cultivo celular, y el eje
de las ordenadas indica la concentracion de IL-10 (pg/ml). Cada barra representa la
produccion de IL-10 promedio, con cada desviaciéon estandar del grupo agregada o
sustraida de ésta. La produccién base de IL-10 es 653,5, al cual se agrega o se sustrae
59,6 pg/mL. (*) Indica la diferencia significativa en relacion con el grupo PBS y (**) indica
que hay una diferencia significativa en relacion tanto con los grupos PBS como ADN. El
analisis estadistico se hace mediante la prueba t de Student. Los valores se consideran
significativos para un p inferior de 0,05.

Ejemplo 5: respuesta inmune celular y humoral inducida mediante la
inmunizacién con el antigeno A2 en perros Beagle

Los perros Beagle se dividieron en grupos y se inmunizaron con tres dosis de
formulacién de vacuna A2/saponina a intervalos de 21 dias, mediante el método
subcutaneo, de acuerdo con el protocolo de inmunizacién descrito adelante. Como
controles, los grupos de animales se inmunizaron con un adyuvante (saponina), o
recibieron solamente PBS.

GRUPOS METODO DE INMUNIZACION
GRUPO 1 (n=17) Antigeno A2
GRUPO 2 (n=7) saponina
GRUPO 3 (control) (n=7) Solucién Salina Amortiguada de Fosfato (PBS)

Después de la administracion de cada dosis, se evalud la respuesta humoral
mediante la determinacion del nivel de anticuerpos IgG total a través del método ELISA.
También se evalué mediante la determinacion de los isotipos IgG1 e 1gG2, que son
marcadores indirectos de la induccién de la respuesta celular Th2 y Th1, respectivamente.
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El nivel de anticuerpos producido contra el antigeno de vacuna y contra el extracto total
de antigenos de las formas promastigota total se evalué (método de diagndstico clasico
VL).

Como se puede ver en las figuras 12 y 13, los animales vacunados con la
formulacion de vacuna presentan reaccién serolégica contra el antigeno de vacuna, pero
permanecen seronegativos en la reaccion con el extracto de parasito total. Como
resultado, es posible desarrollar una distincion seroldégica entre los animales solo
vacunados con A2 y aquellos infectados, los cuales son seropositivos en pruebas ELISA,

en una reaccion con el extracto no soluble (bruto) o soluble de los parasitos.

Por lo tanto, la principal innovacién de esta formulacion de vacuna es su
capacidad para inducir respuesta inmune humoral en perros. Esto se caracteriza mediante
la produccién de anticuerpos especificamente contra el antigeno de vacuna, el cual, sin
embargo, no reacciona con el extracto no soluble (bruto) o soluble de las formas
promastigota de Leishmania en las pruebas ELISA o en la reaccidn de
inmunofluorescencia (datos no presentados).

La Figura 12 presenta una grafica con los niveles de los anticuerpos IgG, 19G1 e
lgG2 totales en muestras de suero de los perros, antes y después de cada dosis de las
inmunizaciones asi como también antes y después de la exposicion-infecciéon con L.
chagasi. Las placas ELISA se sensibilizaron con la proteina A2 recombinante (250 ng) o
con LcPA de L. chagasi (1 pg/pozo). La produccion de IgG total se determind mediante
ELISA directo; la produccion de IgG1 e 1gG2 se determind mediante ELISA indirecto. El
eje de las ordenadas representa la absorbancia a longitud de onda de 492 nm. Sobre el
eje de las abscisas, cada barra indica la produccién promedio del igG total y de las sub-
clases IgG1 e 1gG2, de cada una de las desviaciones estandar del grupo agregada o
sustraida de ésta.

La parte de la invencién descrita aqui se refiere a la producciéon de IFN en
respuesta al antigeno de vacuna. La respuesta inmune celular se evalué por medio de la
dosis de IFN-y a través de ELISA de captura, después de recolectar y cultivar las células
mononucleares de la sangre periférica (PBMC) in vitro y estimularlas con la proteina A2-
HIS recombinante o con el extracto soluble de L. chagasi (LcPA). Las células también se
estimularon con concavalina A (ConA), como un control para la viabilidad celular. Ademas

de esto, se hizo control basal, en el cual las células no se estimularon.

Como se puede ver en la Figura 13, los animales inmunizados con la

composicion de vacuna antigeno A2/saponina produjo niveles significativamente mayores
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de IFN-y en cultivos celulares estimulados con la proteina A2 recombinante, comparados

con los grupos “Control” (p=0,003926799) y “Adyuvante” (p=0,018896129), bajo el mismo
estimulo. Comparando la produccién de IFN-y de los grupos de perros evaluados en los
cultivos celulares no estimulados y en los cultivos estimulados con LcPA y con ConA, no
se encontraron diferencias estadisticamente significativas. Ademas de esto, la produccion
fue significativamente superior en células estimuladas con la proteina A2-HIS, comparado
con aquellas no estimuladas (p=0,001374901), a aquellas estimuladas con ConA
(p=0,00199055) o con aquellas estimuladas con LcPa (p=0,015277637) — evaluando el
grupo inmunizado con la composicién de vacuna antigeno A2/saponina. Las diferencias
estadisticamente significativas no se encontraron dentro de los grupos “Adyuvante” y
“Control” bajo el mismo estimulo (Figura 13).

Los animales del grupo “Vacunado” desplegaron wuna produccién
significativamente mayor del 1gG2, especifico al rA2, comparado con el IgG1, antes y
despues de la exposicidn infeccién con L. chagasi (p=0,0000000004 y p=0,0000000615,
respectivamente). Esto también se observd en el grupo “Control”, después de la
exposicion infeccion (p=0,0341668528). Los perros del grupo “Vacunado”, antes vy
despues de la exposicion-infeccién, desplegaron una proporcién 1gG1/gG2 menor de 1,
que es indicativa de respuesta Th1 (0,12224007 y 0,1085985, respectivamente) (Tabla 1).
Los perros de los grupos “Adyuvante” y “Control”, de otra parte, produjeron realmente
bajas cantidades de estos anticuerpos (Figura 12). Las proporciones de IgG1/IgG2, antes
y despues de la infeccién, son 2,1096344 y 0,52443 para el grupo “Adyuvante”, y
0,9171905 y 0,4106352 para el grupo “Control” (Tabla 1).

Agente Sensibilizante

PROTEINA A2-HIS

Grupo evaluado Antes de exposicion Después de exposicion
Vacunado 0,122241 0,108599
Adyuvante 2,109744 0,52443

Control 0,917787 0,410635

Tabla 1: Proporcién de las sub-clases IgG1/IgG2 en las muestras de suero de perros
inmunizados con la proteina A2 (vacunados) y de los perros provenientes de los grupos
de Adyuvante y Control (PBS), antes y después de la exposicion-infeccién (periodo de un
mes) con L. chagasi. Las placas se sensibilizaron con la proteina A2-HIS recombinante
(250 ng) o con el LcPA de L. chagasi (1ng/pozo). La produccién de las sub-clases IgG1 e
lgG2 se determind mediante ELISA indirecto.
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Estos resultados muestran que la formulacién de vacuna indujo el desarrollo de
la respuesta Th1, que se relaciona con el perfil observado en perros asintomaticos o
resistentes a la infeccion (Pinelli et al., 1994; Quinnell et a/., 2001; Santos-Gomes et al.,
2002).

La Figura 13 muestra una grafica que representa la produccion de IFN-y mediante células
mononucladas con sangre periférica (PBMC) de perros Beagle inmunizados con la
formulacién de vacuna de antigeno A2/saponina, antes de la exposicidn-infeccion con L.
chagasi. Las células se cultivaron (1x10%ml) en un ml de medio DEMEM completo y se
estimuld con la proteina A2 recombinante (10 pg/mL) y con LcPA de L. chagasi, a una
concentracién de 50 ug/mL. Como control, se evaluaron las células no estimuladas
(Medio). La concavalina A (2,5 ), un mitégeno, también se utiliz6 como un control para
evaluar la viabilidad celular. Los cultivos se incubaron en un horno a 37°C, con 5% de
CO,. Después de 48 horas se recolectd el sobreflotante y se determiné la produccion de
IFN-y mediante ELISA de captura. El eje de las ordenadas representa la concentracién, en
pg/ml, del IFN-y. El eje de las abscisas muestra los grupos de perros, donde “Vacunados”
corresponde a un grupo de perros que recibié la formulacién de vacuna de antigeno
A2/saponina, “Adyuvante” corresponde al grupo que recibié solamente el adyuvante, y
“Control” al grupo que recibié PBS. Cada barra representa la produccion de IFN-y
promedio y cada desviacién estandar del grupo. * Indica la diferencia significativa entre los
grupos Vacunados y Adyuvante (A2-HIS), p=0,018896129. ** indica la diferencia
significativa entre los grupos Vacunados y de Control (A2-HIS), p=0,003926799; prueba t
de Student (Excel).
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REIVINDICACIONES

Una vacuna recombinante para Leishmaniasis que comprende una proteina
recombinante A2 de formas amastigote que permite la distincién serolégica entre
animales vacunados e infectados mediante pruebas serolégicas convencionales,
ELISA e inmunofluorescencia, usando antigenos de las formas promastigote de
Leishmania amazonensis, Leishmania donovani, Leishmania infantum vy
Leishmania chagasi, caracterizada en que:

dicha vacuna estd compuesta del antigeno A2 de Leishmania, producido en
Escherichia coli, en la forma de proteina recombinante (o antigeno), en donde una

féormula cualitativa y cuantitativa contiene:

proteina recombinante A2-HIS (rA2) 50 a 200,00 ug/mL
saponina 0,125 a 0,500 pg/mL
q.s.p de solucion salina amortiguada 1,00 mL

timerosal 0,01.

Una vacuna recombinante para leishmaniasis de acuerdo con la reivindicacién 1,
en donde dicha vacuna contiene un antigeno A2 recombinante de las formas
promastigota de Leishmania.

Una vacuna recombinante para leishmaniasis de acuerdo con las reivindicaciones
1y 2, caracterizada por inducir una respuesta inmune humoral en especies
caninas a través de la produccién de anticuerpos especificos contra el antigeno
A2,

Una vacuna recombinante para leishmaniasis de acuerdo con las reivindicaciones
1-3, caracterizada por inducir respuesta inmune celular en especies caninas a

través de niveles elevados de IFN-y.

Una vacuna recombinante para leishmaniasis de acuerdo con las reivindicaciones
1-4, caracterizada por el mantenimiento de resultados negativos para las pruebas
serologicas convencionales para leishmaniasis en especies caninas.

Una vacuna recombinante para leishmaniasis de acuerdo con las reivindicaciones
1-5, que comprenden uno o mas de un excipiente, portador, amortiguador,
estabilizador, agente de isotonicidad, conservante o0 antioxidante
farmacéuticamente aceptable.
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Fig. 3
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Fig. 4
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Fig. 5
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Fig. 7
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Fig. 8
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Fig. 9
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Fig. 10
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Fig. 12
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Fig. 13
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