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VACCINE COMPOSITION AND IMMUNIZATION METHOD '
[001] ~ The present invention refers to the recombinant vaccine against canine
visceral leishmaniasis containing the recombinant A2 protein and saponin, as an
adjuvant, allowing the distinction between vaccinated and infected animals through
conventional ELISA or immunofiuorescence tests that employ antigens of promast:gote
forms of Lesihmania. ,
[002] The many leishmaniasis cons.titute a group of parasitical diseases that
clinically present themselves as cutaneous or mucocutaneous wounds, or in the form
of a visceral infection. They occur due to the infection by a variety of protozoan species
belonging to the genus Leishmania (World Health Organization. Program for the
surveillance and control of leishmaniasis. http://who.int/emc/diseases/leish/index.html.
2005). The many leishmaniasis are endemic in about eighty-eight countries. Of these,
seventy-two are developing countries, and in this group are included thirteen of the
countries with the lowest development rate in the world. The visceral form occurs due
to infections caused by the species Leishmania (Leishmania) donovani and L. (L)
infantum in countries of Europe, Asia, Africa and the Middle-east, and due to the specie
L. (L.) chagasi in Latin American countries (DESJEUX, P. Comp. Immunol. Microbiol.
Infect. Dis.: 27, 2004). Alterations in the functions of the spleen, the liver and the bone

* marrow are observed on infected patients, and the infection may become chronic,

causing irregular long-lasting fever, hepatosplenomegaly, lymphadenopathy, anaemia,
leucopeny, oedema, progressive enfeeblement and weight-loss, and possibly causing
death if treatment is not administered. Infected individuals may also remain
asymptomatic, though 20% of the individuals in endemic regions develop the classic
form of the disease. The symptoms are progressive, and complications deriving from
the infection’s evolution are responsible for the greater part of the deaths (SUNDAR, S.
& RAI, M. Clin.Diagn. Lab. Immunol., 9: 2002).

{003] L. (L) chagasi has got vast geographic distribution in the Americas,
bemg found in Brazil, Argentina, Colombia, Bolivia, El Salvador, Guatemala Honduras,
Mexico, Paraguay, and Venezuela. Species such as marsupials and skunks are well-
known wild reservoirs of the parasite. In domestic environments, the dog is considered
the main reservoir in the domestic transmission cycle of visceral leishmaniasis (VL),
due to the high prevalence of the canine infection as compared to the human one.
Infected dogs, even the asymptomatic ones, present a great quantity of parasites in the
skin, facilitating the infection of the vector insect from this reservoir, and, consequently,
the transmission of the disease to people (TESH, R. Am. J. Med. Hyg.: 52, 1995).
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[004] Canine VL treatment, whichever the medicine used, is not viable as a
measure for the control of the disease, for it is costly. Moreover, treated and clinically
cured dogé frequently display returns of the disease, remaining as infection sources for

the vector, and it raises the chance of selecting-lineages that are resistant to such

" medicines, with serious implications for human treatment (GRAMICCIA, M. &
GRADONI, L. Int. J. Parasitol. 35: 2005). .

[005] This fact, associated to the lethalness of human VL when not treated,
has taken the World Health Organization (WHO) to profess the elimination of dogs
when they are seropositive for Leishmania antigens, as a measure for Public Health
organizations controlling the disease. In this way, Brazil's Health Ministry adopted such
procedure. Therefore, one of the most used actions in VL control is the elimination of
infected dogs, which are detected through serclogical diagnosis or by the presence of
clinical symptoms. However, such procedures bring deep sadness and indignation to
their owners, who, many times, prefer omitting the disease to the competent
organizations until the animals are near their deaths, when they become important
transmitters of the parasite (TESH, R. Am. J. Med. Hyg.: 52, 1995).

[006] Most researches on vaccine development are based on the idéntiﬁcation
of molecules of the parasite and in immunization protocols that can induce Th1 cellular
immune response, an essential requirement for inducing protection to the disease.
Among dogs, the resistance or susceptibility to the disease is, probably, also
associated to the dichotomy of the Th1/Th2 response. The resistance is associated to
high specific lymphoproliferative response and with.bositive delayed hypersensitivity
reaction (DHR), besides low quantity of pa'rasite-speciﬁc antibodies. Resistance to the
infection and protection, among dogs, would be related to a high 'interferon-gamma
(IFN-y) and nitric oxide (NO) production, and to the leishmanicidal activity of the
parasite-infected macrophages, which means a Th1 immune response profile. High
levels of lgG1 antibodies would be related to susceptibility, while high levels of IgG2a
would be associated to resistance (Moreno, J. & Alvar, J. Trends Parasifol.: 18, 2002;
Molano, 1. et al., Vet. Immunol. Parasitol.: 92, 2003). Therefore, in studies which
assess vaccine effectiveness against infection by Leishmania, IFN-y and IgG2 (dogs) or
lgG2a (mice) antibodies are used as Th1 response markers and resistance-inductor
markers. Interleucine-4, interleucine-10 and 1gG2 (dogs) or IgG2a (mice) antibodies, on
the other hand, are used as Th2 answer and susceptibility markers.

[007] Vaccines against canine Leishmaniasis are hard to develop, and due to

this are still rare. One canine vaccine is available, Leishmune®, It uses as its vaccine
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active principle a purified antigenic complex, including proteins, that corresponds to the
Fucose-Mannose Ligand (FML), present in the parasite’s surface, accofding fo the
national patent request n° Pl 9302386-3 (com_positidn containing fractions of
Leishmania cells called fml antigen, "fucose-mannose ligand” or “fucose-mannose
connecter’, use of the fml antigen and its sub-fractions and components for
applications in immunodiagnosis specific to human and animal visceral leishmaniasis,
for applications in vaccines and for treatment or immunotherapy against human and
canine visceral leishmaniasis).

[008) | Leishmune®'s primary characteristic is the induction of humoural
response. The vaccinated dog rapidly develops a response through the production of
specific antibodies against the parasite. Many tests, presented by the mentioned
vaccine’s inventor and partners, show that the vaccine protects approxiMately 86% of
the animals which received it when placed in endemic areas. These studies’ resulls
weré questioned by the scientific community, as well as by the industry, since the
control and the vaccinated animals were located in different cities. Another important
failure of the mentioned test was the presence of dogs, in both groups, using insect-
repelient-impregnated collars. The parasite is transmitted by an insect’s sting, and if the
contact with the vector insect is deterred by use of repellent collars the dog is not really
exposed to the alleged natural challenge. Based on the above data, the described
protection percentage is questionable. Therefore, other studies have been carried out
and some are being carried out by request of the public health regulatory organization.
[009] Particularly, in what pertains to public health, it is known that according
to WHO regﬂlations seropositive animals must be sacrificed. It is also known that this
measure is adopted in Brazil. Once having received this vaccine, the animal will
develop heavy response through antibodies specific to the parasite, becoming
seropositive. The diagnosis proféssed by the public organizations is the serologic one,
due to it being cheap and easily executable, thus capable of being applied to all
regions of the country without further problems. The vaccinated dogs must be
sacrificed. r

[010] The indistihction, by traditional methods, of infected animals from
vaccinated ones, simply creates a great public health problem. The owners of
vaccinated animals show the vaccine card and do not allow the animal to be sacrificed.
Taking into account that for each one hundred animals'which' received the vaccine,
about fourteen may become infected, leading to an increase in the amount of possible |

domestic leishmaniasis reservoirs. Another important issue is related to epidemiologic
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inquiries made by the Ministry of Health, which are an important form of identifying the
evolution of the disease in different regions. This inquiry is partially based on the
serologic results of the dogs. With the advent of Leishmune® vaccination the obtained
results are not real, for seropositive animals may not be infected, but merely
vaccinated. It is possible to distinguish between dogs that are seropositive due to
vaccination or due to infection by exams that detect the parasite’s presence, such as
Polymerase Chain Reaction (PCR) or immunocytochemistry. However, to perform
these tests, requires fine techniques and costly equipment and reagents, besides
trained technicians, in order to guarantee the accuracy of the results. PCR is done in
private clinics; its use .in public health is hard to be implemented and of elevated
financial cost. '

[011] In addition to this, Leishmune® has got high production costs, arriving at
the market at prices that make it impossible for the whole population to have access to
it. It is known that Brazil has a large low income population, and these people do not
havé access to the mentioned product. As this is a disease that expands itself in many
regions of the country, it is ever more important to adopt measures that hinder the
continuity of the parasite’s transmission, especially the infection of dogs that live jn
domestic or adjoining areas. The possible use of this product in public health
campaigns would be costly, besides the' aforementioned problems. Leishmune®
presents interesting immunologic characteristics, but goes against the control
measures adopted for the current epidemic, deterring the sacrifice of seropositive dogs,
interfering in the epidemiologic inquiries and also being of high. cost for public health
usage.

{012} The A2 antigen has been identified, initially, in the specie L. (L.)
donovani, by Charest & Matlashewsky (Mol. Cell. Biol.; 14, 1994), by a library of
amastigote forms of L. (L.} donovani cDNA. Multiple copies of the A2 gene are grouped
in the L. (L.) donovani chromosome 22 (850 kb). These genes are maintained in the
species L. (L.) donovani, L. (L.) infantum, L. (L.) chagasi, L. (L) amazonensis and L.
(L.) mexicana (Ghedin et al., Clin. Diagn. Lab. Immunol.: 4, 1997).

[013] In previously conducted searches through patent banks, there were
found patent requests related to the usage of the A2 antigen as a reagent for
leishmaniasis vaccination, as described below. The patent number US5733778 states
the nucleotide sequence of the A2 gene and claims the protection of its expression in
microbial hosts. The VL9 L. (L.) donovani string’s A2 gene sequence is deposited in

Genebank, as described below:
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LOCUS  S69693 2817 bp mRNA linear INV 26-MAR-2002
ACCESSION 569693 | |
VERSION S§69693.1 Gl:546453
ORGANISM Leishmania (donovani) infantum
Eukaryota; Euglenozoa; Kinetoplastida; Trypanosomatidae;

Leishmania.
REMARK GenBank staff at the National Library of Medicine created this
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..2817
{organism="Leishmania donovani infantum"
/mal_type="mRNA"
/strain="Ethiopian LV9"
Isub_species="infantum"
/db_xref="taxon:5662"
/dev_stage="amastigote"

gene 1..2817
/gene="A2"

CcDSs 72..782
/gene="A2"

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

/codon_start=1

/product="stage-specific S antigen homolog"

/protein_id="AAB30592.1"

/db_xref="Gl:546454"

ORIGIN ,
1 gagcteceec agegacccete tcggcaacge gagegeccea gteccceecac geacaactit

61 gaccgagcac aatgaagatc cgcagegtge gtecgetigt ggtgttgetg gtgtgegteg
121 cggceggtget cgcactcage gecteegetyg agecgeacaa ggeggecgtt gacgteggec
181 cgcteteegt tggecegeag teegteggec cgetetetgt tggecegeag gctgttg'gcc
241 cgctctecgt tggeecgeag tecgteggec cgetetetgt tggeccgeag getgttggec
301 cgctctetgt tggeeegeag tecgttggee cgetoteegt tggcccgctc tcegttggec

361 cgceagtctgt tggeccgcte tecgttgget cgeagteegt cggeccgcte tetgttggte

0
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421 cgcagtcegt cggeccgctce tocgttggee cgeaggetgt tggeecgcete fccgttggcc

481 cgcagtecgt cggececgcte tetgttggee cgeaggcetgt tggeeegetc tetgttggee

541 cgcagteegt tggocegetce teegttggee cgeagtetgt tggecegcetc teegttggcet

601 cgcagtcegt cggceecgctc tetgtiggtc cgeagteegt cggeccgcte tecgttggee

661 cgcagtctgt cggeccgcte tecgtiggee cgeagtecgt cggeccgete iccgttggtc

721 cgcagtccgt tggcecgcte tecgtiggec cgeagteegt tg acgfttct ccggtgtctt

781 aaggctcgge gteegcttte cggtgtgegt aaagtatatg ccatgaggea tggtgacgag

841 gcaaaccttg tcagcaatgt ggcattatcg taccegtgca agagcaacag cagagctgag
901 tgttcaggtg gccacagceac cacgctecetg tgacactceg tggggtatat gtgacctigg

961 ctgctgtige caggcggatg aactgcgagg gecacagceag cgcaagtgec geticcaacc
1021 ttgcgacttt cacgecacag acgceatageca gegecctgec igtcgeggeg catgegggea
1081 agccatctag atgcgcectct ccacgacatg gccggaggceg gcagatgaag gcagcegacce
1141 ctittcceeg gecacgacge cgegcetgagg cgggecceac agegeagaac tgegagegeg
1201 gtgcgcgggc gctgtgacge acagecggea cgcagcegtac cgcacgecaga cagtgcatgg
1261 ggaggceegga ggagcaagag cgatggacgg gaacggegeg aagceatgegg cacgceccteg
1321 atgtgectgt gtgggctgat gaggcgegga tgecggaage gitggecgaggg catceccgagt
1381 tgcaccgtcg agtectccag gecegaatgt ggecgagectg cggggagceag attatgggat
1441 gcggetgcte gaagcgaccg agggegcetga ccggaaggtg geccacttce tectegggec
1501 tgtgcggceat cecgeectega tegggageee gaatggigge cgecgegggtg aaggegtgee
1561 gcecacceege gteteegtgt ggegecgetg ggggceagatg cgetgtggct gtgtatgtge
1621 gcetgatgtgce tgacttgttc gtggtggget atgggcacgg tgaggggcega cgttggecct
1681 tgctgactic cietgcttte ttattattct cagtgeccoe getggattgg geotgeatcgg

1741 cggtctgtat cgegcetigte teteteattt gacggetgeg cgectececge cecteeccact

1801 cgtgctgtagg gatggaggca cggecgggct cigtgttgtg tgcaccgegt gcaagaattc
1861 agatgaggga ctgccgagceg agcagacaaa geagcagceag caacaggaag geaggectga
1921 geacgtittc ttitctctot tgagactgeg gactacggga atcagagacg tcgtcagaga

1981 cgcgceatecg caccegegeg ctaigettce tegtictetc tccegeccea tictgigege

2041 ctgectgtct gegtgtegeg agegecgttg ceggeggtet ctetceecte cttegatic

2101 tctettgcaa gegettectt tttcécagcc gaacgttgct getegectgg aggecgtice

2161 ccctcttate atctetgeat ttatttttac acgtgetttt getttggcett cctgacgatg

2221 ccggecacct caccgeggtg tcagggecca gegeccacte tttgtgggea ggccaagtag
2281 cétgcagoct gcecatgage acggetgtgg actettggtg ccageggaca ggtgtggget
2341 ggcgcetgtge cggtgacacce aacggtcatg atgacgcttg gaccagctcea ctgcggatca
2401 tgcegacgat tcaécgaatg cgcgceatcea cotactgect tictgecttt gctgcgctgc

2461 ggtggtgctg agegtggtee cggggectag cetgegetgt acgecageggce attgeggtgg
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2521 getgagegge gecaggeggt getggeegge cetgetgett ggeatagecg tggegtgcag
2581 cagatgcgga tgggctgtgg ctgcgeatge gtgtgtgegt tgacttgttc gtggtaggceg

2641 ggcacgtaaa cggcaaaatg cgetttggeg ttceggegec acgetcegge getggtgegg
2701 tattcgaata cgcgcctgaa gaggtggcga ggaaaatgge acgaggcgca gagggaaaaa
2761 acgaaaagtg caaagtgcgc aaaccgcgcea gaaaatgcgg gaaaaacgaa aagtgea

[014] The patent requests US570591, WQ9506729, EP0716697 and
MXPAQ3008832 report the amino acid sequence of the A2 protein. A2 is composed of
a sequence of ten amino acids, repeated from forty to ninety times, depending on the
“A2 family” gene that encodes it (Charest & Matlashewski. Mol. Cell. Biol.: 14, 1994;
Zhang et al., Mol. Bioch. Parasitol.:78, 1996), as showed below:
MKIRSVRPLVVLLVCVAAVLALSASAEPHKAAVDVGPLSVGPQSVGPLSVGPQAVGPL
SVGPQSVGPLSVGPQAVGPLSVGPQSVGPLSVGPLSVGPQSVGPLSVGSQSVGPLS
VGPQSVGPLSVGPQAVGPLSVGPQSVGPLSVGPQAVGPLSVGPQSVGPLSVGPQS
VGPLSVGSQSVGPLSVGPQSVGPLSVGPQSVGPLSVGPQSVGPLSVGPQSVGPLSV
GPQSVDVSPVS.

[015] The patent request US5780591, besides describing the A2 native
protein, i.e., describing how it is found in the parasite, claims its possible use as a
vaccine or as a diagnosis antigen. The patent request US5733778 describes the DNA
sequence of the A2 gene and its bacterial expression. The patent request US6133017
describes the obtainment of attenuated parasites (Leishmania donovani) by the
deletion of _the A2 gene, as well as their utilization as attenuated vaccines. The patents
WO9506729, EP0716697 or MXPAQ3008832 are related one to another and claim the
utilization of the A2 antigen in the form of a recombinant protein, DNA or attenuated
parasites as a vaccine. In Brazil the patent request Pl0208532 ('PCT number
CA0200437) was registered on INPI (National Institute of Industrial Property), under
the generic title of “vacina contra leishmania” (va&cine against leishmania), which
describes the invention of a DNA vaccine whose antigenic component is the A2
antigen, and also describes the processes for administering this DNA vaccine that
induces immune response to Leishmania infection in the host to which it is
administered.

[0186] The experimental evidences that supported the protection requests for
the vaccines above, however, consist essentially of two vaccination studies (Ghosh et
al. Vaccine: 19, 2001: Ghosh et al., Vaccine: 20, 2002). In these studies experimental
models (mice) were assessed,Amaking use of the A2 antigen under the recombinant

Z
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protein associated to Cornybacterium parvum, as an adjuvant, or in DNA form with the
plasmid pCDNA3/ES. According to those studies, animals immunised with the A2
antigen and challenged with L. donovani have presented significant reduction of the
parasite load in the liver and high production of IFN-y and IgG2a antibodies specific to
the A2 protein. Even though the vaccination with A2 DNA granted protection, the
p'rote.ction was more significant when the DNA was associated to the plaémid
pPCDNAJ/EB. Albeit necessary for the validation of a vaccine formulation’s efficacy, thé
assessment step in many experimental models cannot be considered conclusive, even
when it presents pdsitive results.

[017] The development of a vaccine that is effective in protecting the dog and,
consequently, in lowering the chances of transmission to humans, would be of great
relevance for the control of leishmaniasis. In Brazil, the Health and Agriculture
Ministries, according to an edict that is available to public consultation
(www.mapa.gov.br), profess that this vaccine, once applied to the dogs, must be able
to induce an immunologic response effective in reducing tissue parasitism and the
transmission of the parasite to the vector insect. This can be verified through
xenodiagnosis, polymerase chain reaction (PCR) or immunohistochemistry. In addition
to this, the vaccine must allow the serologic distinction between vaccinated and

infected dogs while employing low-cost laboratorial methods that are available to the

_public network, thus not efcumbering the country's Health System. Therefore, the

adoption of a vaccine as a new control measure must not interfere with the current
control measures.

[018] This present invention proposes the employment of the specific
amastigote A2 antigen in vaccine preparations as a solution for these aspects related
to the development of a vaccine applicable to the epidemiologic context of
leishmaniasis, especially in Brazil. Since it is a specific antigen of the amastigote form
of various Leishmania species, the antibodies produced by the dogs in the vaccination
process with this antigen are non-reactive to serologic diagnosis infection tests. This is
due to the fact that in the laboratorial routine available to the Brazilian public health
network these tests use antigens based on the promastigote form of the parasite,
which is cheaper to obtain. ’

[019] After many assessments and the verification of antigen A2 efficacy in

inducing protection against infection by L. chagasi and L. amazonensis, the main

Leishmania species that cause VL in Brazil, and after characterizing the immune -

response induced by the antigen A2 in-}mice, the vaccine formulation described below,
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to be used in dogs, was developed. The capacity of this formulation to induce adequate

humoural and cellular immune response in dogs was then assessed considering that it
must be adequate for use as a VL vaccine in the epidemiologic context of this disease
in regions where the sacrifice of seropositive animals is adopted as a control measure.
Currently, the diagnosis tests used in the public health network do not allow the
serologic distinction between infected animals and those which received vaccines
made of antigens of promastigote forms of the parasite. The object of this present

request is a formulation which allows such distinction, since it is made of an antigen of ~

amastigote forms of the parasite, avoiding the sacrifice of healthy animals, which,
therefore, have not contracted the disease.

{020} The invention here described thus presents a new vaccine formulation
composed of the recombinant A2 protein, associated to adjuvants such as saponin,
which is non-limiting and presents proven efficacy in inducing adequate protection and
immune response — not only in experimental models, but also in dogs.

[021] The formulation is composed of the A2 antigen of Leishmania, produced
in Escherichia coli, in the recombinant protein (or antigen) form. The qualitative and

quantitative formulas contain:

Recombinant A2-HIS (rA2) protein.........cccccvveevviinnecne. 50 a 200,00 pg/mL
SAPONIN L. et ittt eeee e ee e ae s enans 0,125 a 0,500 mg/mL
g.s.p tamponed saline solution....................................1,00 mL
Thumerosalom mL

[022] For the production of the recombinant A2 protein the coding sequence

of this antigen was cloned in the pET protein expreésion vector. The BL21 Escherichia
coli string was transformed, and thereby the A2 protein was expressed with a tail of six
Histidine amino acids, which allows the purification of the recombinant protein through
affinity chromatography for nickel. Electrophoresis tests in SDS-PAGE systems,
Western-Blot tests and DNA sequencing confirmed the idenbtity of the A2 protein cloned
in E. coli. The expression of the Recombinant A2 protein (rA2) was obtained after the
induction of the bacterial cultivation with 1,0 mM of IPTG (isopropyl-3-D-
thiogalactopyranoside). The rA2 protein was purified through afﬁnity chromatography in
a column cbntaining nickel ions. After being purified, the integrity and purity of the
protein were assessed through the Imuno Blot technique. The adjustment of the
protein's concentration per mL is done using the tamponed saline solution containing
0,5 mg saponin and thimeroéa!.
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[023] The main innovation of the formulation of this vaccine is its capacity to
induce cellular immune responsé in dogs, characterised by the induction in high levels
of IFN-y, and humoural immune response, charactfarised by the production of specific
antibodies against the vaccine antigen that, yet, do.not react to the non-soluble (brute)
or soluble extract of the promastigote forms of Leishmanfa in the ELISA tests or in the
immunofluorescence reaction.

[024] \ This way, the dogs vaccinated with the \)accine formulation remain
seronegative after each of the vaccine doses necessary to the immunisation process,
allowing for the serologic distinction between animals vaccinated with A2 and those
infected, which are seropositive in the ELISA tests, by means of the non-soluble (brute)

or soluble extract of the parasites.

- [025] . This way, dogs vaccinated with this vaccine formulation remain

seronegative after each of the vaccine doses necessary to the immunisation process. It
is thus possible to perform the serologic distinction between only vaccinated with A2
from those infected, which are seropositive in ELISA tests or in reaction with the brute

or soluble parasite extract.

[026] The results described above can be demonstrated by the following
examples;
[027} Example 1: protection levels induced against the infection by L.

amazonensis in BALB/c mice immunised with the A2 antigen
[028] The immunisation with the A2 antigen, in the Recombinant A2 protein

(rA2) form associated to rlL-12 as an adjuvant, or in the A2 DNA form, was effective in /

granting protection to BALB/c mice against the challenge-infection by L. amazonensis.

In the assessment of the immunised and challenged animals a significant reduction of

the average size of the wounds was observed, as well as a reduction in the parasite
load in the infected paws (iméges 1 and 2).

{029] Figure 1 presents the evaluation of the average size of the wounds on
the infected paws of BALB/c mice immunised with the Recombinant A2 protein (rA2),
associated or not to rlL-12, to rll-13, to A2 DNa or to pCDNA3 DNA and challenged
with L. amazonensis. BALB/c mice groups (n=6, for example} were immunised with A2

DNA, in the left tibial muscle, in intervals of 21 days. Control groups received only PBS .

or were immunised with the empty plasmid (0CDNA3 DNA). As an adjuvant control,
mice were also subcutaneously immunised with the rA2 protein, associated or not to
rlL-12 or only with rlL-12. The mice were challenged with 1x10° L. amazonensis
promastigotes in stationary growth phase, in the plantar fascia. The evolution of the
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wounds' size was monitored through weekly measurement of the width of the infected
and the not infected paw. Each point represents the average, with the standard
deviation added to or subtracted from it (in mm), obtained by the difference between
the width of the infected and the not infected paw.
{030] Figure 2 represents the Evaluation of the parasite load in the infected
paws of BALB/c mice immunised with the recombinant A2 protein (rA2), associated or
no\t to riL-12, to riL-13, to A2 DNa or to pCDNA3 DNA and challenged with L.
amazonensis. BALB/c mice groups (n=6, for example) were immunised with 2 100 ug
doses of A2 DNA, in the left tibial muscle, in intervals of 21 days. Control groups
received only PBS or were immunised with the empty plasmid ().CDNA3 DNA). As an
adjuvant control, mice were also subcutaneously immunised with the rA2 protein,
associated or not to riL-12 or only with riL-12. 28 days éfter the last dose, the mice
were challenged with 1x10° L. amazonensis promastigotes in stationary growth phase,
in the plantar fascia. About eight weeks after the challenge-infection, the parasite load
in the animals (n=4 per group) was determined by the limiting dilution technique, as
described in the Material and Methods Section. Each bar represents the average, with
the standard deviation added to or subtracted from it, corresponding to the logarithm of
the number of parasites obtained by mg of tissue. Differences between the averages
were verified by the Student-t test, being considered significant for p below 0,05.
[031] . Example 2: cellular and humoural immune response in BALB/c
mice immunised with the A2 antigen and challenged with L. amazonensis
Animals immunised with A2 DNA or with rA2/rlL-12 and challenged with L. (L.)
amazonensis presented significant production of IFN-y after the in vitro stimulation of
splenocytes with the rA2 protein or with the total extract of L. (L.) amazonensis
promastigotes (SLA) (Image 3). In addition to this, low levels of IL-4 and IL-10 were
observed in these groups, as compared to the control groups, after stimulation of the
cells with the rA2 protein or with SLA of L. (L.) amazonensis (Figures 4 and 5).
[032] Figure 3 is a graph that represents the IFN-y production by splenocytes
of BALB/c mice immunised with the Recombinant A2 protein (rA2), associated or not to
riL-12, with rlL-12, A2 DNA or pCDNA3 DNA and challenged with L. (L.) amazonensis.
Spleen cells of BALB/c mice were collected before the challenge-infection, or
approximately eight to nine weeks after the challenge in the case of those immunised
with L. (L.) amazonensis. Aé controls, hon-stimulated cells or cells stimulated with
concanavalin A (5 nug/ml) were assessed, in order to assess cellular viability. The
cultivations were incubated for 48 hours in an oven at 37°C, with the presence of CO,



WO 2008/009088 v PCT/BR2007/000248
12

at 5%. After this, the overfloat was collected and the IFN-y production was determined
by capture ELISA. The axis of abscissas indicates the stimulus used in cellular
cultivation, and also the moment when the cells were collected: before or after the
challenge-infection. The axis of ordinates indicates the concentration, in pg/mi, of |IFN-

v. Each bar represents the average production of IFN-y, with the standard deviation of

' each group added to or subtracted from it.

[033] - Figure 4 represents the IL-4 production by splenocytes of BALB/c mice
immunised with the Recombinant A2 protein (rA2), associated or not to rlL-12, with riL-
12, A2 DNA or pCDNA3 DNA ahd challenged with L. (L.) amazonensis. Spleen cells of
BALB/c mice were collected before the challenge-infection, or approximately eight to
nine weeks after the challenge in the case of those immunised with L. (L.)
amazonensis. The cells were cultivated (1 x 10%ml) in 1 ml complete DMEM medium
and stimulated with the rA2 protein (10 Hg/ml) and with SLA of L. (L.) amazonensis (50

ug/ml). As controls, non-stimulated cells or cells stimulated with concanavalin A (5

pg/ml) ‘were assessed, in order to aésess cellular viability. The cultivations were
incubated for 48 hours in an oven at 37°C, with the presence of CO; at 5%. After this,
the overfloat was collected and the IL-4 production was determined by capture ELISA.
The axis of abscissas indicates the stimulus used in cellular cultivation, and the
moment when the cells were collected: before or after the challenge-infection. The axis
of ordinates indicates the concentration, in pg/ml, of IL-4. Each bar represents the
average production of IL-4, with the standard deviation of each group added to or
subtracted from it. | ' ‘ .

{034] - Figure 5§ shows the graph representing the production of IL-1 by
splenocytes of BALB/c mice immunised with the Recombinant A2 protein (rA2),
associated or not to riL-12, with riL-12, A2 DNA or pCDNA3 DNA and challenged with
L. (L.) amazonensis. Spleen cells of BALB/c mice were collected before the challenge-
infection, or approximately eight to nine weeks after the challenge in the case of those
immunised with L. (L.) amazonenéis. The cells were cultivated (1 x 10%ml) in 1 ml of
complete DMEM medium and stimulated with the rA2 protein (10 pug/ml) and with SLA
of L. (L.) amazonensis (50 ug/ml). As controls, non-stimulated cells or cells stimulated
with concanavalin A (5 ng/ml) were assessed, in order to assess cellular viability. The
cultivations were incubated for 48 hours in an oven at 37°C, with the presence of CO,
at 5%. After this, the overfloat was collected and the IL-10 production was determined
by capture ELISA. The axis of abscissas indicates the stimulus used in cellular

c_ultivation, and the moment when the cells were collected: before or after the
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challenge-infection. The axis of ordinates indicates the concentration, in pg/mil, of IL-10.
Each bar represents the average production of IL-10, with the standard deviation of
each group added to or subtracted from . ' o
[035] In the assessment of humoural immune response (Image 6), serum
samples collected from animal immunised with rA2/rlL-12 or with A2 DNA and
challenged with L. amazonensis showed high production of IgG2a antibodies specific to
the rA2 protein (anti-rA2) and low production of antibodies specific to the parasite (anti-
SLA), asA opposed to what was observed in control groups (COELHO et al. Infect.
Immun.. 71, 2003; COELHO. TESE, phD in Immunology. Belo Horizonte: Instituto de
Ciéncias Biolégicas da UFMG, 2004).

[036] Picture 6 shows the production of total IgG in serum samples of BALB/c
mice nmmunlsed with the Recombinant A2 protein (rA2), associated or not to riL-12,
with rlL-12, A2 DNA or pCDNA3 DNA and challenged with L. (L.) amazonensis. Serum
samples of BALB/c mice were collected before the challenge-infection, or
approximately eight to nine weeks after the challenge in the case of those immunised
with L. (L.) amazonensis. The plates were sensitised with the rA2 protein (250 ng/well)
or with L. amazonensis SLA. The production of total IgG was determined by capture
ELISA. On the axis of abscissas is the total I9G class specific to the rA2 protein or to
the L. amazonensis SLA, and the moment when the samples were collected: before or
after the challenge-infection. The axis of the ordinates shows the absorbency at
wavelength of 492 nm. Each bar represents the average production of total lgG, with
the standard deviation of each group added to or subtracted from it.

[037] In the assessment of the sub-classes lgG1 and IgG2a specific to the rA2
protein or specific to antigens of the parasite (SLA), it can be observed (Image 7) that
serum samples collected from animals immunised with rA2/rlL-12 or with A2 DNA and
challenged with L. amazonensis were predominant in the production of IgG2a
antibodies specific to the rA2 protein (anti-rA2), when compared to the levels of igG1
anti-rA2 antibodies obtained. Animals immunised with A2 remained, however,
seronegative in tests using antigens of promastigote form of Leishmania (SLA) (Coelho
et al,, 2003; Coelho, 2004).

[038] Picture 7 describes the production of IgG1 and IgG2a in serum samples

of BALB/c mice immunised with the Recombinant A2 protein (rA2), associated or not to

rIL-12, with riL-12, A2 DNA or PCDNA3 DNA and challenged with L. (L.) amazonensis.
Serum samples of BALB/c mice were collected before the challenge-infection, or

approximately eight to nine weeks after the challenge in the case of those immunised
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with L. (L.) amazonensis. The plates were sensitised with the rA2 protein (250 ng/well)
or with L. amazonensis SLA. The production of IgG1 and lgG2a was determined by
capture ELISA. The axis of abscissas shows indications of the IgG1 and IgG2a sub-
classes specific to the rA2 protein or specific to the L. amazonensis SLA, and the
moment when the samples were collected: before or after the challenge-infection. The

~axis of the ordinates shows the absorbency at wavelength of 492 nm. Each bar

represents the average production of IgG1 or IgG2a, with the standard deviation of

each group added to or subtracted from it.

[039] - Example 3: protection levels induced against the infection by L.
chagasi in BALB/c mice immunised with the A2 antigen
[040] The A2 antigen, when administered in the A2 DNA form, also proved to

be effective in granting protection to BALB/c mice against the challenge-infection with
L. chagasi, the main etiologic agent of Visceral Leishmaniasis in South American
countries. The immunised and challenged animals displayed expressive reduction in
the parasite load in the liver (fmage 8) and in the spleen (Image 9).

[041] Picture 8: Assessment of the parasite load in the liver of BALB/c mice

~ immunised with A2 DNA and challenged with L. chagasi. Groups of BALB/c mice (n=6

per group), after the immunisation protocols, were challenged with 1x107 L. chagasi
promastigotes in stationary growth phase, by endovenous method, as described in the
Material and Methods Section. Thirty-five days after the challenge the animals (n=4 per
group) were sacrificed and the liver was recovered, in order to determine the parasite
load. The bars represent the average log of the number of parasites per organ, with the
standard deviation of each group added to or subtracted from it. The average log of the
total number of parasites per organ was compared through a Student-t test. Statistical
differences were considered significant for p lower than 0,05. There was a significant
difference between the hepatic parasite load of animals from the A2 DNA group and
those from the PBS group (p is lower than 0,0005) and from the pCl group (p is lower
than 0,005). '

[042] Picture 9 shows the result of the assessmént of the parasite load in the
spleen of BALB/c mice immunised with A2 DNA and challenged with L. chagasi.
Groups of BALB/c mice (n=6 per group), after the immunisation protocols, were
chalienged with 1x107 .L. chagasi promastigotes in stationary growth phase, by
endovenous method, as described in the Material and Methods Section. Thirty-ﬁ\}e
days after the challenge, the animals (n=4 per group) were sacrificed and the spleen
was recovered, in order to determine the parasite load. The bars represent the average
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log of the number of parasites per organ, with the standard deviation of each group
added to or subtracted from it. The average log of the total number of parasites per
organ was compared throi.xgh a Student-f test. Statistical differences were considered
significant for p lower than 0,05. There was a significant difference between the spleen
parasite load of animals from the A2 DNA group and those from the PBS and pCl
groups (p is lower than 0,005 and 0,05, respectively).

[043] Example 4: cellular immune response in BALB/c mice immunised
with the A2 antigen and challenged with L. amazonénsis

[044] BALB/c mice immunised with the A2 antigen, in the DNA form, and
challenged with L. chagasi produced significantly higher levels of IFN-y (Figure 10) and
significantly lower levels of IL-10 (Figure 11) after the stimulus of the splenocytes with
the rA2 protein or with the total extract of L. chagasj proteins (LcPA), as compared to
the animals from the control group. , ‘

[045] ‘ Figure 10: graph of the production of IFN-y by splenocytes of BALB/c
mice immunised with A2 DNA before and after the challenge with L. chagasi. Spleen
cells of immunised BALB/c mice were collected four weeks after immunisation or
approximately nine weeks after infection with L. chagasi. The cells (2x10° cells per ml)
were cultivated in full DMEM and stimulated with the rNH, rA2 or rLACK recombinant
proteins (concentrations of 10 ug/mL) or with the protein extract from L. chagasi (50
pg/mL). The overfloats were _colleéted 48 hours after the cultivation and stimulation of
the cells. The production of IFN-y was determined by capture ELISA. The axis of the
abscissas indicates the stimuli used in cellular cultivation, and the axis of the ordinates
indicates the concentration of IFN-y (pg/mL). Each bar represents the average, with the
standard deviation of each group’s | FN-y production added to or subtracted from it. The
IFN-y base production is 428,0, to which is added or subtracted 66,45 pg/mL. (*)
indicates significant difference in relation to the PBS and DNA control groups,
evaluated by the Student-t test. The values are considered significant for p lower than
0,05.

[046] Picture 11 shows the production of IL-10 by splenocytes of BALB/c mice
immunised with plasmids of AH DNA, A2 DNA, LACK DNA or their associations before
and after the challenge with L. chagasi. Groups of BALB/c mice (n=6 per group), after
the immunisation protocols, were challenged with 1x107 L. chagasi promastigotes in
stationary growth phase, by endovenous method, as described in the Matérial and
Methods Section. Twenty-eight days after the immunisation or thirty-five days after the

challenge-infection the spleen cells were cultivated in complete DMEM medium and
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stimulated with the rNH, rA2 or rLACK recombinant proteins (of 10 pg/mL) or with the
soluble extract from L. chagasi (LcPA, 50 ug/mL). The overfloats were collected 48
hours after the cultivation and stimulation of the cells. The production of IFN-y was
determined by capture ELISA. The axis of the abscissas indicates the stimuli used in
cellular cultivation, and the axis of the ordinates indicates the concentration of 1L-10
(pg/mL). Each bar represents the average IL-10 production, with each group’s standard
deviation added to or subtracted from it. The IL-10 base production is 653,5, to which is
added or subtracted 59,6 pg/mL. (*) indicates significant difference in relation to the
PBS group and (**) indicates that there is significant difference in relation to both the
PBS and DNA groups. The statistical analysis is done by the Student-t test. The vaiues
are considered significant for p lower than 0,05.

[047] Example 5: cellular and humoural immune response induced by
immunisation with the A2 antigen in Beagle dogs

[048] Beagle dogs were divided in groups and immunised with three doses of
the A2/sapeonin vaccine formulation in intervals of 21 days, by subcutaneous method,
according to the immunisation protocol described below. As controls, groups of animals

were immunised with an adjuvant (saponin), or received only PBS.

GROUPS IMMUNISATIO_N METHOD
GROUP 1 (n=17) , A2 antigen
GROUP 2 (n=7) Saponin
GROUP 3 (control) (n=7) 1 Phosphate Buffered Saline (PBS)
’ [049] After the administration of each dose, the humoural response was

assessed by determination of the total IgG antibodies level through the ELISA method.
It was also assessed by the determination of the 1gG1 and 1gG2 isotypes, which are
indirect markers of the induction of Th2 and Th1 cellular response, respectively. The
level of antibodies produced against the vaccine antigen and against the total extract of
antigens of total promastigote forms (classic VL diagnosis method) was assessed.

[050] ‘ As it can be seen in figures 12 and 13, animals vaccinated with the
vaccine formulation present serologic reaction against the vaccine antigen, but remain
séronegative in the reaction with the total parasite extract. As a result, it is possible to
perform serologic distinction between thé animals only vaccinated with A2 and those
infected, which are seropositive in ELISA tests, in a reaction with the non-scluble

(brute) or soluble extract of the parasites.
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[051] Therefore, the main innovation of this vaccine formulation is its capacity
to induce humoural immune response in dogs. This is characterised by the production
of antibodies specifically against the vaccine antigen, which, however, do not react with
the non-soluble (brute) or soluble extract of the promastigote forms of Leishmania in
the ELISA tests or in the immunofluorescence reaction (data not presented).

[052] Figure 12 presents a graph with the levels of total IgG, IgG1 and lgG2
antibodies in serum samples from dogs, before and after each dose of the
immunisations as wells as before and after the challenge-infection with L. chagasi. The
ELISA plates were sensitised with the Recombinant A2 protein (250 ng) or with L.
chagasi LcPA (1 ug/well). Total IgG production was determmed by direct ELISA; IgG1
and 1gG2 production was determined by indirect EL!SA The axis of the ordinates
represents absorbency at wavelength of 492nm. On the axis of the abscissas, each bar
indicates the average production of total IgG and of the lgG1' and 1gG2 sub-classes,
with each group’s standard deviation added to or subtracted from it.

[053] - The part of the invention herein described refers to the production of IFN
in response to the vaccine antigen. The cellular immune response was assessed by
means of the IFN-y dosage through the capture ELISA, after collecting and cultivating
the peripheral blood mononuclear cells (PBMC) in vitro and stimulating them with the
recombinant A2-HIS protein or with the L. chagasi soluble extract (LcPA). The cells

- were also stimulated with concanavalin A (ConA), as a control for cellular viabitity. In

addition to this, a basal control was made, in which the cells were not stimulated.

{054] As can be seen in Figure 13, the animals immunised with the A2
antigen/saponin vaccine composition produced significantly higher levels of IFN-y in
cellular cultivations stimulated with the recombinant A2 protein, as compared to the
groups “Control” (p=0 003926799) and “Adjuvant” (p=0,018896129), under the same
stimulus. Comparing the IFN-y production of the dog groups assessed in the non-
stimulateq cellular cultivations and in the cultivations stimulated with LcPA and with
ConA, statistically significant differences were not found. In addition to this, the
production was significantly higher in the cells stimulated with the A2-HIS protein, as
compared to the non-stimulated ones (p=0, 001374901), to the ones stimulated with
ConA (p=0,00199055) or to the ones stimulated with LcPa (p=0,015277637) —
assessing the group immunised with the A2 antigen/saponin vaccine composition.
Statistically significant differences were not found inside the ‘Adjuvant” and “Control’
groups under the same stimulus (Figaurel 13).
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[055] The animals of the “Vaccinated” .group displayed significantly higher
production of IgG2, specific to the rA2, as compared to 1gG1, before and after the
challenge infection with L. chagasi (p=0,0000000004 and p=0,0000000615,
respectively). This was also observed in the “Control” group, after the challenge
infection (p=0,0341668528). Dogs of the “Vaccinated” group, before and after the
challenge-ir{fec’tion, displayed a lgG1/lgG2 ratio smaller than 1, which is an indicative of
Th1 response (0,12224007 and 0,1085985, respectively) (Table 1). The dogs of the
*Adjuvant” and “Control” groups, oh the other hand, produced really low quantities of
these antibodies (Figure 12). The IgG1/igG2 ratios, before and after the infection, are
2,1096344 and 0,52443 for the “Adjuvant” group, and 0,9171205 and 0,4106352 for the
“Control” group (Table 1).

Sensitising Agent

A2-HIS PROTEIN

Assessed group Before the challenge After the challenge
Vaccinated 0,122241 0,108599
Adjuvant 2,109744 0,52443
Control 0,917787 1 0,410635

Table 1: Ratio of the IgG1/IgG2 sub-classes in serum samples of dogs immunised with
the rA2 protein (vaccinated) and 6f dogs from the Adjuvant and Control groups (PBS),
before and after the challenge-infection (period of one month) with L. chagasi. The
plates were sensitised with the recombinant A2-HIS protein (250 ng) or with L. chagasi
LcPA (1pg/well). The production of the IgG1 and IgG2 sub-classes was determined by
indirect ELISA.

[056] These results show .that the vaccine formulation induces the
development of Th1 respanse, which relates to the profile observed in asymptomatic or
infection-resistant dogs (Pinelli et al., 1994; Quinnell ef al., 2001; Santos-Gomes et al,
2002). ,

[057] Figure 13 displays a graph representing the production of IFN-y by

peripheral blood mononucleated cells (PBMC) from Beagle dogs immunised with the

A2 antigen/saponin vaccine formulation, before the challenge-infection with L. Chagasi.
The cells were cultivated (1x10%ml) in one m) of complete DEMEM medium and
stimulated with the recombinant A2 protein (10 ug/mL) and with L. chagasi LcPA, at 50

pg/mL concentration. As the control, non-stimulated cells (Middle) were assessed.

Concanavalin A (2,5 ), a mitogen, was also used as a contral to assess cellular .
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viability. The cultivations were incubated in an oven at 37°C, with 5% CO,. After 48
hours the overfloat was collected and the IFN-y production was determined by capture
EL!SA The axis of the ordinates represents the concentration, in pg/ml, of IFN-y. The
axis of the abscissas shows the dog groups, where “Vaccinated” corresponds to the
group of dogs which received the A2 antigen/saponin vaccine formulation, “Adjuvant”
corresponds to the group which received only the adjuvant, and “Control” to the group
that received PBS. Each bar represents the average IFN-y production and each
group's standard deviation. * indicates significant difference between the Vaccinated
and Adjuvant (A2-HIS) groups, p=0,018896129. ** indicates significant difference
between the Vaccinated and Control (A2-HIS) groups, p=0,003926799; Student-t test
(Excel).
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What is claimed is:

1. A recombinant Vaccine for leishmaniasis that allows the serologic
distinction- between vaccinated and infected canine species with
Leishmania.

2. A recombinant vaccine for leishmaniasis according to claim 1, wherein
said vaccine contains recombinant A2 antigen of promastigote forms of
Leishmania.

3. A recombinant vaccine for leishmaniasis, according to claims 1 and 2,
characterised by inducing humoral immune response in canine species
through the production of specific antibodies against A2 antigen.

4. A recombinant vaccine for leishmaniasis, according to claim 1-3,
characterised by inducing cellular immune response in canine species
through elevated levels of IFN-y.

5. A recbmbinant vaccine for leishmaniasis according to claims 1-4,
characterised by the maintenance of negative results to the conventional
serologic tests for leishmaniasis in canine species.

6. A recombinant vaccine for leishmaniasis according to claims 1-5, which
compriges one or more of a phafmaceutically acceptable excipient,
carrier, buffer, stabiliser, isotonicizing agent, preservative or anti-oxidant.

7. A method to enhance immune response against leishmaniasis which
allows the serologic distinction between vaccinated and infected canine
species with Leishmania. , | |

8. A method to enhance immune response against leishmaniasis according
‘to claim 7, characterised by the maintenance of negative results to the
conventional serologic tests for leishmaniasis in canine species.

9. A method to eﬁhance immune response against leishmaniasis according
to claim 7 and 8, wherein said method comprises the use of recombinant
A2 antigen of promastigote forms of Leishmania.

10.A method to enhance immune response against leishmaniasis according
to claim 7-9, which induces an humoral immune response in canine
species through the productioh of specific antibodies against A2 antigen.
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11. A method to enhance immune response against leishmaniasis according
to claim 7-10, which induces a cellular immune response in canine
species through elevated levels of IFN-y.
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COMPOSICION DE VACUNA Y METODO DE INMUNIZACION

La presente invencion se refiere a la vacuna recombinante contra
leishmaniasis visceral canina que contiene la proteina A2 recombinante y
saponina, como un adyuvante, q>ue permite la distincidn 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 cutadneas o mucocutaneas, o en la forma
de una infeccion visceral. Ellas ocurren debido a la infeccion por Qna variedad de
especies de protozoarios que perfenecen 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) donovaniy 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 6sea 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
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endémicas desarrollan la forma clasica de la enfermedad. Los sintomas son
progresivos, y las complicaciones que se derivan de la evolucion de la infeccion
son responsables de la mayor parte de las muertes (SUNDAR, S. & RAI. M. Cliin.

Diagn. Lab. Immunol., 9: 2002).

L. (L.) chagasi ha conseghido una vasta distribuciéon geografica en las
Américas, encontrandose en Brasil, Argentina, Colombia, Bolivia,' El Salvador,
Guatemala, Honduras, Méxicb, 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 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 aun, los perros tratados y clinicamente curados muestran frecuentemente
reaparicion de la enfermedad, permaneciendo como fuentes de infeccién para el
vector, y éste origina la opcidn de seleccionar lineas que son resistentes a tales
medicinas, con serias implicacioneé 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 eliminacién
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de los perros cuando ellos sean séropositivos 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 adopt6 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
serolégico o por la presencia ‘de sintomas clinicos. Sin embargo, tales
procedimientos generan una tristeza profunda e indignaciéon 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 inmunizacion 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 perrbs, estaria relacionada con una alta
produccion de interferon-gama (INF-y) y de éxido nitrico (NO), y a la actividad
leismanicida de los macrofagos infectados con el parasito, lo que significa un pefrfil
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 (Moréno, J. & Alvar, J. Trends Parasitol.: 18, 2002;

Molano, |. et al., Vet. Immunol. Parasitol.. 92, 2003). Por lo tanto, en estudios que

Yr
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evaluan la efectividad de la vacuna contra la infeccién por Leishmania, se utilizan
los anticuerpos IFN-y e 1gG2 (per(os) o lgG2a (ratones) como marcadores de la
respuesta Th1 y marcadores inéuctores de resistencia. La interleucina-4, la
interleucina-10 y los anticuerpos 1gG2 (perros) o IgG2a (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 (composicidon 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 inmunodiagnoéstico 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 induccion de respuesta
humoral. El perro vacunado desarrolla rapidamente una respuesta a través de la
produccién de anticuerpos especificos contra el parasito. Muchas pruebas,
presentadas por el inventor y compafieros 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
razén a que el control de los animales vacunados se localizé en diferentes

ciudades. Otra falla importante de la prueba mencionada fue la presencia de

;
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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 provocacion 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

organizacion 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, volviéendose seropositivo. El
diagnodstico manifestado por las organizaciones publicas es el seroldgico, debido a
que éste es barato y faciimente ejecutable, capaz asi de aplicarse en todas las
regiones del pais sin problemas adicionales. Los perros vacunados se deben

sacrificar.

La no distincion, mediante los métodos tradicionales, de animales
infectados de aquellos vacunados, crea simplemente un mayor problema de salud
publica. Los propietarios de los anirhales 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
epidemiologicas hechas por el Ministerio de Salud, que son una forma importante

de identificar la evolucion de la enfermedad en diferentes regiones. Esta inquietud

U
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se basa parcialmente en los resultados serolégicos de los perros. Con el
advenimiento de la vacunacion 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 vacunacién o debido a la infeccion mediante examenes que detectan
la presencia del parasito, tal como la Reaccion en Cadena de Polimerasa (PCR) o
inmunocitoquimica. Sin embargo, para desarrollar estas pruebas, se requieren
técnicas finas y un equipo y 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.

Ademés de esto, el Leishmune® tiene unos altos costos de produccién,
llegando al mercado a precios que hacen imposible el accéso 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 transmision del
parasito, especialmente la infeccion de perros que viven en areas domésticas o
adjuntas. El posible uso de este broducto en campafas de salud publica seria
costoso, ademas de los problemas anteriormente mencionados. El Leishmune®
presenta caracteristicas inmunolégicas interesantes, pero va en contra de las
medidas de control adoptadas para las epidemias habituales, deteniendo el
sacrificio de los perros seropositivos, interfiriendo en las inquietudes

epidemiologicas y también siendo de alto costo para el uso en salud publica.

s
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Se ha identificado el antigeno A2, inicialmente, en la especie, L. (L.)
donovani, por Charest & Matlasbewsky (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 encontraron solicitudes de patentes relacionadas con el uso del antigeno A2
como un reactivo para la vacunacién contra leishmaniasis, como se describe
adelante. El nimero de patente US5733778 establece la secuencia de nucle6tido
del gen A2 y reivindica la proteccién de su expresion en anfitriones microbianos.
La secuencia del gen A2 de la cadena del L. (L.) donovani VL9 se deposité en el

Genebank, como se describe adelante:

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

ACCESO S69693

VERSION $69693.1 G1:546453

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

OBSERVACION El grupo del GenBank en la Biblioteca Nacional de Medicina

creb éste
CARACTERISTICAS Localizacién/Calificadores
fuente 1..2817

/organism= “Leishmania donovani infantum”
/mol_type= “mRNA”"
/strain= “Ethiopian LV9”

/sub_species= “infantum”

o
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/db_xref= “taxon:5662"
/dev_stage¥ “amastigote”
1..2817
/gene= “A2"
72..782
/gene= “A2”

g

O
)
w

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

/codon_start=1

/product= “stage-specific S antigen homolog”
/protein_id= “AAB30592.1”

/db_xref= “Gl:546454”"

ORIGEN
1 gagctcccce agegacccte tcggcaacge gagegeccca gtecccecccac gcacaacttt
61 gaccgagcac aatgaagatc cgcagcgtgc gtccgcettgt ggtgttgegtg gtgtgegteg
121 cggcggatgct cgcactcage gectecegetg ageccgcacaa ggeggcecgtt gacgteggece
181 cgctcteegt tggecegceag teegteggece cgctetetgt tggececgeag getgttggec
241 cgctcteegt tggecegeag teegteggec cgetetetgt tggecegeag getgttggece
301 cgctetetgt tggeecgeag tccgttggcc cgctcteegt tggecegcte teegttggece
361 cgcagtctgt tggcccgctce teegttgget cgecagteegt cggecegcete tetgttggte
421 cgcagteegt cggeecgcte teegttggee cgcaggetgt tggeccgcte tecgttggee
481 cgcagtcegt cggeccgcete tcfgttggcc cgcaggctgt tggcccegctc tetgttggece
541 cgcagtcegt tggeccgcetce teegttggee cgeagtetgt tggeeegcte teegttggee
601 cgcagtccgt cggeccgcte tetgttggte cgeagteegt cggeccgcte teegttggec
661 cgcagtctgt cggcccgcete teegttggee cgcagtecgt cggecegetce teegttggte
721 cgcagtcegt tggeccgcte teegttggee cgecagtecgt tgacgtttct ccggtgtett
781 aaggctcggc gtcegcetttc cggtgtgegt aaagtatatg ccatgaggca tggtgacgag
841 gcaaaccttg tcagcaatgt ggéattatcg tacccgtgca agagcaacag cagagctgag
901 tgttcaggtg gccacagcac cacgctectg tgacactccg tggggtgtgt gtgaccttgg
961 ctgctgttgec caggcggatg aactgcgagg geccacageag cgcaagtgec gettccaacc
1021 ttgcgacttt cacgccacag acgcatagca gegcecectgec tgtcgeggeg catgegggcea
1081 agccatctag atgcgcectct ccacgacatg gccggaggeg gcagatgaag gcagegaccc
1141 cttttccceg gecacgacge cgcgetgagg cgggecccac agegcagaac tgegagegeg
1201 gtgcgegggce gctgtgacgcécagccggca cgcagcgtac cgcacgcaga cagtgcatgg
1261 ggaggccgga ggagcaagag cggtggacgg gaacggcegeg aagecatgegg cacgeccteg
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1321 atgtgcctgt gtgggctgat gaggcgcgga tgccggaagce gtggcgaggg catcccgagt
1381 tgcaccgtcg agtcctccag geccgaatgt ggcgagectg cggggagceag attatgggat
1441 gcggctgctc gaagcgaccg agggcegcetga ccggaaggtg geccacttee tectcgggee
1501 tgtgcggceat ccgecctega tcgggagece gaatggtgge cgegegggtg aaggegtgee
1561 gcccacccegce gteteegtgt ggegeegetg ggggecaggtg cgcetgtggcet gtgtatgtge
1621 gctgatgtgce tgacttgttc gtggtgggcet atgggcacgg tgaggggcega cgttggecect
1681 tgctgacttc ctctgctttc ttattattct cagtgcccce getggattgg getgeatcgg

1741 cggtctgtat cgegcettgte tcfctcattt gacggctgeg cgecteecge cecteccact

1801 cgtgctgtgg gatggaggca cggecgggct ctgtgttgtg tgcaccgegt gcaagaatte
1861 agatgaggga ctgccgageg agcagacaaa gcagcagcag caacaggaag gcaggcctga
1921 gcécgttttc ttttctctet tgagactgeg gactacggga atcagagacg tcgtcagaga
1981 cgcgcatccg caccecgegceg ctatgettee tegttetete tccegecceca ttetgtgege

2041 ctgcectgtct gegtgtecgeg agegeegttg cecggeggtcet cteteceecte cettegette

2101 tctettgcaa gegcttectt tttcacagec gaacgttget getcgectgg aggecgttee

2161 ccctcttatc atctctgcat ttatttttac acgtgctttt gctttggctt cctgacgatg

2221 ccggccacct caccgeggtg tcagggecca gegeccactc tttgtgggca ggccaagtag
2281 cctgcagcect geccatgage acggetgtgg actettggtg ccageggaca ggtgtgggcet
2341 ggcgctgtge cggtgacacc aacggtcatg atgacgcttg gaccagctca ctgcggatca
2401 tgccgacgat tcaacgaatg cgcgceatcca cctactgcect ttetgecttt getgegetge
2461 ggtggtgctg agegtggtee cggggcectag cetgegetgt acgcageggce attgeggtgg
2521 gctgagegge gecaggeggt getggeegge cetgetgett ggecatagecg tggegtgeag
2581 cagatgcgga tgggcetgtgg ctgegceatge gtgtgtgegt tgacttgttc gtggtgggceg
2641 ggcacgtaaa cggcaaaatgj cgctttggeg ttccggegec acgetceggce getggtgegg
2701 tattcgaata cgcgcctgaa gaggtggcga ggaaaatggc acgaggcgca gagggaaaaa
2761 acgaaaagtg caaagtgcgc aaaccgcgca gaaaatgcgg gaaaaacgaa aagtgca

Las solicitudes de patente US570591, WO9506729, EPQ0716697 vy
MXPA03008832 reportan la secuencia de aminoacidos de la proteina A2. El A2
esta compuesto de una secuencié 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. Parasitbl.:78,

1996), como se muestra adelante:
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MKIRSVRPLVVLLVCVAAVLALSASAEPHKAAVDVGPLSVGPQSVGPLSVGPQAV
GPLSVGPQSVGPLSVGPQAVGPLSVGPQSVGPLSVGPLSVGPQSVGPLSVGSQ
SVGPLSVGPQSVGPLSVGPQAVGPLSVGPQSVGPLSVGPQAVGPLSVGPQSVG
PLSVGPQSVGPLSVGSQSVGPLSVGPQSVGPLSVGPQSVGPLSVGPQSVGPLS

VGPQSVGPLSVGPQSVDVSPVS.

La solicitud de patente US5780591, que describe ademas la proteina
nativa A3, es decir, describe cdmo ésta se encuentra en el parasito, reivindica su
posible uso como una vacuna o un antigeno de diagndstico. La solicitud de
patente US5733778 describe la secuencia de ADN del gen A2 y su expresion
bacteriana. La solicitud de patente US6133017 describe la obtencidén de parasitos
atenuados (Leishmania donovani) mediante la supresion del gen A2, asi como
también su utilizécién como vacunas atenuadas. Las patentes W09506729,
EP0716697 o MXPA03008832 se relacionan una con la otra y reivindican la
utilizacion 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 registr6 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 qiue induce respuesta inmune a la infeccion de

Leishmania en el anfitrion al cual se administra.

Las evidencias experimentales que soportan las solicitudes de proteccion
para las vacunas anteriores, sin embargo, consisten esencialmente de dos
estudios de vacunacién (Ghosh et al. Vaccine: 19, 2001; Ghosh et al., Vaccine: 20,

2002). En estos estudios se evaluaron modelos experimentales (ratones),



15
[}
®
20
25

11
WO 2008/009088 : PCT/BR2007/000248

haciendo uso del antigeno A2 ‘bajo la prbteina recombinante asociada a
Cornybacterium parvum, como un adyuvante, o en la forma de ADN con el
plasmido pCDNA3/E6. De acuerdo con aquellos estudios, los animales
inmunizados con el antigeno A2 y expuestos con L. donovani han presentado una
reduccién significativa de la carga parasitaria en el higado y una alta produccion
de los anticuerpos INF-y e IgG2a especificos para la proteina A2. Ain cuando la
vacunacién con el ADN A2 otorga: proteccion, la proteccidn fue mas significativa
cuando el ADN se asocia al pladsmido pCDNA3/E6. Aunque necesaria para la
validacién de la eficacia de la formulacion de vacuna, la etapa de evaluacion 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 v,
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 esta disponible
para consulta publica (www.mapa.gov.br), manifiestavque esta vacuna, una vez
aplicada a los perros, debe ser capaz de inducir una respuesta inmunologica
efectiva para reducir el parasitismo en el tejido y la transmision del parasito al
insecto vector. Esto se puede verificar a través de xenodiagnaostico, reaccion en
cadena de polimerasa (PCR) o inmunoistoquimica. Ademas de esto, la vacuna
debe permitir [a distincién seroldgica 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.

=
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La presente invencién propone el empleo del antigeno A2 amastigoto
especifico en preparaciones de vacuna como una solucion para estos aspectos
relacionados con el desarrollo de una vacuna aplicable al contexto epidemiologico
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 pérros en el proceso de vacunacion con este
antigeno no son reactivos a las pruebas de infeccion en diagnostico serologico.
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 infecciéon causada por L. chagasiy 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 formulacion para inducir una respuesta
inmune humoral y celular adecuada en perros se evalué entonces considerando
que ésta se debe adecuar al ﬁso 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 diagnédstico utilizadas ‘por la red de salud publica no permiten la
distincion seroldgica 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 distincién, en razén a que ésta

se hace de un antigeno de las formas amastigota del parasito, evitando el

S
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sacrificio de animales saludables, los cuales, por lo tanto, no han contraido la

enfermedad.

La invencién 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 présente eficacia probada para inducir proteccion
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
SaAPONING ...t e, 0,125 a 0,500 mg/mL
Solucién salina tamponada Q.S.p.....ccoovvvviiiiiii i, 1,00 mL

TIMErosal ... 0,01 mL

Para la produccidon de la proteina A2 recombinante la secuencia
codificante de este antigeno se clono en el vector de expresién de la proteina pET.
Se transformd la cadena de Eschérichia coli BL21, y de esta manera la proteina
A2 se expresd con una cola de seis aminoacidos de histidina, que permite la
purificaciéon 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 secuenciacion de ADN confirmaron la identidad de la

‘proteina A2 clonada en E. coli. La expresion de la proteina A2 recombinante (rA2)

se obtuvo después de la inducciéon del cultivo bacteriano con 1,0 mM de IPTG

5
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(isopropil-B-D-tiogalactopiranosida). La proteina rA2 se purificO a través de la
cromatografia de afinidad en la columna que contiene iones de niquel. Después de
purificarse, se evaluaron la integridad y la pureza de la proteina a través de la
técnica de Inmuno Blot. El ajuste de la concentracidon de proteina por mL se hace
utilizando una solucién salina tarhponada que contiene 0,5 mg de saponina vy

timerosal.

La principal innovacién de la formulacién de esta vacuna es su capacidad
de inducir respuesta inmune celular en perros, caracterizada por la induccion en
altos niveles de INF-y, y respuesta inmune humoral, caracterizadas por la
produccion de anticuerpos especificos contra el antigeno de vacuna que, aun, 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 formulacion de vacuna
permanecen seronegativos después de que cada una de las dosis de vacuna
necesarias para el proceso de inmunizacion, permite la distincion seroldgica 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 formulacion 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 reaccion con el extracto de parasito bruto o

soluble.

CA
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Los resultados descritos anteriormente se pueden demostrar mediante los

siguientes ejemplos:

Ejemplo 1: niveles de proteccion inducida contra la infeccion por L.

amazonensis en ratones BALC/c inmunizados con el antigeno A2.

La inmunizacién con el antigeno A2, en la forma de la proteina A2
recombinante (rA2) asociada con el rlL-12 como un adyuvante, o en la forma de
ADN A2, fue efectiva para otorgar proteccion en ratones BALB/c contra
exposicion-infecciéon por L. amazonensis. En la evaluacion de los animales
inmunizados y expuestos se observd una reduccion significativa del tamario
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 rlL-13, con aDN A2 o con
ADN pCDNAS3 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 control recibieron solamente PBS o se
inmunizaron con el plasmido vacio (pCDNA3 ADN). Como un control adyuvante,
los ratones también se inmunizaron subcutaneamente con la proteina rA2,
asociada o no con rilL.-12 o solamente con el riL-12. Los ratones fueron expuestos
a 1x10° promastigotos de L. amazonensis en la fase de crecimiento estacionario,
en la aponeurosis plantar. La evoluciéon del tamafio de la herida se monitoreo a

través de mediciones semanales del ancho de la garra infectada y la no infectada.

V)l
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Cada punto representa el promedio, con la desviacion 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 Evaluacion de la carga parasitaria en las garras
infectadas de los ratones BALB/c inmunizados con la proteina A2 recombinante
(rA2), asociada o no con rlL-12, con rIL-13, con aDN A2 o con ADN pCDNA3 vy
expuesta a L. amazonensis. Los grupos de ratones BALB/c (n=6, por ejemplo) se
inmunizaron con 2 dosis de 100 ug de ADN A2, en el musculo tibial izquierdo, a
intervalos de 21 dias. Los grupois de control recibieron solamente PBS o se
inmunizaron con el plasmido vacio (pCDNA3 ADN). Como un control adyuvante,
los ratones también se inmunizaron subcutaneamente con la proteina rA2,
asociada o no con rlL-12 o solamente con rlL-12. 28 dias después de la ultima
dosis, los ratones fueron expuestos a 1x10° promastigotos de L. amazonensis en
la 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 dilucién limitante,
como se describe en la Seccién dé Materiales y Métodos. Cada barra representa
el promedio, con la desviacion 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

5
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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
estimulacion in vitro de los esplenocitos con la proteina rA2 o con el extracto total
de Ios promastigotos L. (L.) amazonensis (SLA) (Imagen 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 estimulacién 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), asociada o no con el rlL-12, con el riL-12, ADN A2 o ADN
pCDNA3 y expuesta a L. (L.) amazonensis. Las células de bazo de los ratones
BALBY/c se recolectaron antes de la exposicién-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 pg/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
determind 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 exposicidén-infeccién. El
eje de las ordenadas indica la concentracién, en pg/ml, de IFN-y. Cada barra
representa la produccién promedio del IFN-y, con la desviacion estandar de cada

grupo agregada o sustraida de ésta.

La Figura 4 representa la produccién IL-4 de esplenocitos de los ratones

BALB/c inmunizados con la proteina A2 recombinante (rA2), asociada o no con

\
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rlL-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 células no estimuladas o ceélulas estimuladas con
concavalina A (5pg/ml), con el fin éIe evaluar la viabilidad celulaf. 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 determiné 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 exposicion-infeccion. El eje de las ordenadas indica la
concentracion, en pg/ml, de IL-4. Cada barra representa la produccion promedio

del IL-4, con la desviacion estandar de cada grupo agregada o sustraida de ésta.

La Figura 5 muestré 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 rlL-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-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

<t
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presencia de CO; al 5%. Después de esto, se recolecté el sobreflotante y se
determiné la produccion 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 exposicion-infeccion. El eje de las
ordenadas indica la concentracion, en pg/ml, de IL-10. Cada barra representa la
produccién promedio del IL-10, con la desviacidbn estandar de cada grupo

agregada o sustraida de ésta.

En la evaluacién de la respuesta inmune humoral (Imagen 6), las
muestras de suero recolectadas de los animales inmunizados con rA2/rlL-12 o con
ADN A2, y expuestas a L. amazonensis mostraron alta produccion de anticuerpos
IgG2a 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 Fotografia 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 rlL-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-infeccion, o aproximadamente ocho a nueve semanas después
de la exposicion en el caso de aquellds inmunizados con L. (L.) amazonensis. Las
placas se sensibilizaron con la proteina rA2 (250 ng/pozo) o con L. amazonensis
SLA. La produccion del IgG total se determind 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-infecciéon. El eje de las ordenadas muestra la
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absorbancia a una longitud de onda de 492 nm. Cada barra representa la
produccion promedio del IgG total, con la desviacion estandar de cada grupo

agregada o sustraida de ésta.

En la evaluaciéon de las subclases 1gG1 e IgG2a especificas para la
proteina rA2 o especificas para llos antigenos del parasito (SLA), se puede
observar (Imagen 7) que las muestras de suero recolectadas de los anim‘ales
inmunizados con rA2/rIL-12 o con ADN A2 y expuestas con L. amazonensis fueron
predominantes en la produccion de anticuerpos 1gG2a especificos a la proteina
rA2 (anti-rA2), cuando se compar6 con los niveles de anticuerpos 1gG1 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).

La Fotografia 7 describe la produccién del IgG1 e IgG2a en muestras de
suero de 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 expuestaa L. (L.)

amazonensis. Las muestras de suero de los ratones BALB/c se recolectaron antes

de la exposicidon-infeccion, 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 SLA L.
amazonensis. La produccion del IgG1 e IgG2a se determind mediante ELISA de
captura. El eje de las abscisas muestra indicaciones de las sub-clases 1gG1 e
lgG2a especificas para la proteina rA2 o especificas para el SLA L. amazonensis,
y el momento cuando se recolectaron las muestrés: antes o después de la
exposicion-infeccion. El eje de las ordenadas muestra la absorbancia a una

longitud de onda de 492 nm. Cadq barra representa la producciéon promedio del

gq
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IgG1 e IgG2a, con la desviaciéon 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
probd 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 América. Los animales inmunizados y expuestos desplegaron
una reduccion en la expresion en la carga parasitaria en el higado (Imagen 8) y en

el bazo (Imagen 9).

| Fotografia 8: Evaluacién 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 6rgano, con la desviacion estandar de cada grupo agregada o sustraida de
ésta. El log promedio del numero total de parasitos por 6rgano se compard a
traves de la prueba t de Student. Las diferencias estadisticas se consideraron
significativas para p menor de 0,65. Hubo una diferencia significativa entre la

carga parasitaria hepatica de los animales provenientes del grupo ADN A2 y
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aquellos provenientes del grupo PBS (p es menor de 0,0005) y del grupo pCl (p es

menor de 0,005).

La fotografia 9 muestra el resultado de la evaluacién 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 del inmunizacién, se expusieron con 1x10’
promastigotos de L. chagasi en la fase de crecimiento estacionario, mediante el
meétodo endovenoso, como se des‘cribe en la Seccion de Materiales y Métodos.
Treinta y cinco dias después de la exposicion los animales (n=4 por grupo) se
sacrificaron y se recuperd el bazo, con el fin de determinar la carga parasitaria.
Las barras representan el log promédio del niumero de parasitos por érgano, con la
desviacidn estandar de cada grupo agregada o sustraida de ésta. El log promedio
del nimero total de parasitos por 6rgano se compard 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 A2 y 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 |FN-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
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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 exposicion a L.
chagasi. Las células del bazo de los ratones BALB/c inmunizados se recolectaron
cuatro semanas después de la inmunizacién o aproximadamente nueve semanas
después de la infeccién 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 produccién del IFN-y se determiné 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 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 producciéon base de IFN-
v es 428,0, al cual se agrega o se sustrae 66,45 pg/mL. (*) Indica la diferencia
significativa en relacion 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.

La fotografia 11 muestra la produccion 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
inmunizacién, se expusieron con 1)I<107 promastigotos de L. chagasi en fase de

crecimiento estacionario, mediante el método endovenoso, como se describe en la

9
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Seccion de Materiales y Métodos. Veintiocho dias después de la inmunizacién o
treinta y cinco dias después de la exposicion-infeccion se cultivaron las células de
bazo en medio DMEM completo y se estimuld con las proteinas recombinantes
rNH, rA2 o LACK (de 10 pg/mL) o con el extracto soluble de L. chagasi (LcPA, 50
ng/mL). Los sobreflotantes se recolectaron 48 horas después del cultivo y estimulo
de las células. La produccion del IFN-y se determiné mediante ELISA de captura.
El eje de las abscisas indic6 los estimulos utilizadosr en el cultivo celular, y el eje
de las ordenadas indica la concentr;acic')n de IL-10 (pg/ml). Cada barra representa
la produccién de IL-10 promedio, con cada desviacion estandar del grupo
agregada o sustraida de ésta. La produccion 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 formulacion 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) Solucion Salina Amortiguada de Fosfato (PBS)
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Después de la administracién de cada dosis, se evaluo la respuesta
humoral mediante la determinacion del nivel de anticuerpos IgG total a través del
método ELISA. También se evaludé mediante la determinacién de los isotipos 1gG1
e 1gG2, que son marcadores indirectos de la induccién de la respuesta celular Th2
y Th1, respectivamente. El nivel de anticuerpos producido contra el antigeno de
vacuna y contra el extracto total de antigenos de las formas promastigota total se

evalu6 (método de diagndstico clasico VL).

Como se puede ver en las figuras 12 y 13, los animales vacunados con la
formulacién de vacuna presentan reaccién serologica contra el antigeno de
vacuna, pero permanecen seronegativos en la reaccion con el extracto de parasito
total. Como resultado, es posible desarrollar una distincion serologica 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 innovacion 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

reaccion de inmunofluorescencia (datos no presentados).

La Figura 12 presenta una grafica con los niveles de los anticuerpos IgG,
IgG1 e IgG2 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-

infeccion con L. chagasi. Las placas ELISA se sensibilizaron con la proteina A2

of



10

15

20

25

26
WO 2008/009088 PCT/BR2007/000248

recombinante (250 ng) o con LcPA de L. chagasi (1 ug/pozo). La produccion de
IgG total se determiné mediante ELISA directo; la produccion de IgG1 e IgG2 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 promediq 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 produccion de IFN en
respuesta al antigeno de vacuna. La respuesta inmune celular se evalu6é 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 de IFN-y en cultivos celulares estimulados con la proteina A2
recombinante, comparados con los grupos “Control” (p=0,003926799) vy
“Adyuvante” (p=0,018896129), bajo ‘eI 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

s



15

20

27
WO 2008/009088 PCT/BR2007/000248

(p=0,015277637) — evaluando el grupo inmunizado con la composicién de vacuna
antigeno AZ2/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 una produccién
significativamente mayor del 1gG2, especifico al rA2, comparado con el IgG1,
antes y después de la exposicion infeccion con L. chagasi (p=0,0000000004 y
p=0,0000000615, respectivamente). Esto también se observé en el grupo
“Control”’, después de la exposicion infeccion (p=0,0341668528). Los perros del
grupo “Vacunado”’, antes y después de la exposicidn-infeccion, desplegaron una
proporcion [gG1/lgG2 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 1gG1/IgG2, antes y después de
la infeccion, 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: Proporcion 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-
infeccion (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 (1ug/pozo).

0
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La producciéon de las sub-clases IgG1 e IgG2 se determiné mediante ELISA

indirecto.

Estos resultados muestran que la formulacion 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 al., 2001,

Santos-Gomes et al., 2002).

La Figura 13 muestra una grafica que representa la produccién de IFN-y
mediante células mononucladas con sangre periférica (PBMC) de perros Beagle
inmunizados con la formulacion de vacuna de antigeno A2/saponina, antes de la
exposicion-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 concentracidon de 50 pg/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 harno a 37°C, con 5% de CO,. Después de 48
horas se recolecté el sobreflotante y se determiné la produccién de IFN-y mediante
ELISA de captura. El eje de las ordenadas representa la concentracion, en pg/ml,
del IFN-y. El eje de las ébscisas muestra los grupos de perros, donde “Vacunados”
corresponde a un grupo de perros que recibid la formulacién de vacuna de
antigeno A2/saponina, “Adyuvante” corresponde al grupo que recibidé solamente el
adyuvante, y “Control” al grupo que recibi6 PBS. Cada barra representa la
produccién de IFN-y promedio y cada desviacién estandar del grupo. * Indica la
diferencia significativa entre los igrupos 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).

b7
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REIVINDICACIONES

Una vacuna recombinante para leishmaniasis que permite la distincion
serolégica entre las especies caninas vacunadas e infectadas con

Leishmania.

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 la
reivindicaciones 1 y 2, caracterizada por inducir una respuesta inmune
humoral en especies caninas a través de la produccion de anticuerpos

especificos contra el antigeno A2.

Una vacuna recombinante para leishmaniasis de acuerdo con Ila
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 la
reivindicaciones 1-4, caracterizada por el mantenimiento de resultados
negativos para las pruebas serolégicas convencionales para leishmaniasis

en especies caninas.

Una vacuna recombinante para leishmaniasis de acuerdo con la

reivindicaciones 1-5, que comprenden uno o mas de un excipiente,

63
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10.

1.

portador, amortiguador, estabilizador, agente de isotonicidad, conservante o

antioxidante farmacéuticamente aceptable.

Un método para mejorar la respuesta inmune contra leishmaniasis que
permite la distincion serologica entre especies caninas vacunadas e

infectadas con Leishmania.

Un método para mejorar la respuesta inmune contra leishmaniasis de
acuerdo con la reivindicacion 7, caracterizado por el mantenimiento de los
resultados negativos para las pruebas seroldgicas convencionales para

leishmaniasis en especies caninas.

Un método para mejorar la respuesta inmune contra leishmaniasis de
acuerdo con la reivindicacion 7 y 8, en donde dicho método comprende el
uso del antigeno A2 recombinante de las formas promastigota de

Leishmania.

Un método para mejorar la respuesta inmune contra leishmaniasis de
acuerdo con la reivindicacion 7-9, que induce una respuesta inmune
humoral en las especies caninas a través de la produccién de anticuerpos

especificos contra el antigeno A2.

Un método para mejorar la respuesta inmune contra leishmaniasis de
acuerdo con la reivindicacion 7-10, que induce una respuesta inmune

celular en especies caninas a través de niveles elevados de [FN-y.
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COMPOSICION DE VACUNA Y METODO DE INMUNIZACION
Resumen

La presente invencion se refiere a la vacuna recombinante contra leishmaniasis
visceral canina que contiene Iavpr(?)teina A2 recombinante y éaponina, como un
adyuvante, que permite la distincion entre animales vacunados e infectados a
través de las pruebas convenciopales ELISA o de inmunofluorescencia que

emplean antigenos de las formas promastigota de Leishmania.
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“A" document defining the general state of the art which is not considered
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filing date
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“0” document referring to an orsl disciosure, use, exhibition or other
means

“P” document published prior to the intermnational filing date but later than
the priority date claimed

“T" later document published after the international filing date or
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“X” document of particular relevance; the claimed invention
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an inventive step when the document is taken alone

“Y” document of particular rtelevance; the claimed invention
cannot be considered to involve an inventive step when the
document is combined with one or more other such
docurnents, such combination being obvious 10 a person
skilled in the art
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PCT/BR2007/000248

From the INTERNATIONAL BUREAU

To:

DE MOURA, Adriana Claudia

AV. ANTONIO CARLOS, 6627 REITORIA - SALA
7005

PAMPULHA - BELO HORIZONTE

MINAS GERAIS CEP:31270-901

BRESIL

Date of mailing (day/month/year)
20 March 2008 (20.03.2008)

Applicant's or agent's file reference

IMPORTANT NOTIFICATION

International application No.

PCT/BR2007/000248

International filing date (day/month/vear)
20 July 2007 (20.07.2007)

1. The following indications appeared on record concerning: :
Dg the applicant [ the inventor

[] the agent [] the common representative

MINAS GERAIS CEP:31270-901
Brazil

Name and Address | State of Nationality State of Residence
FEDERAL UNIVERSITY OF MINAS GERAIS - UFMG BR BR

AV. ANTONIO CARLOS, 6627 REITORIA - SALA 7005

PAMPULHA - BELO HORIZONTE Telephone No.

Facsimile No.

Teleprinter No.

2. The International Bureau hereby notifies the applicant that the following change has been recorded concerning:

D4 the person [ the name O ;the address [J the nationality [] the residence
Name and Address | State of Nationality State of Residence
UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS BR BR
Avenida Antdnio Carlos, 6627
Reitoria 7° andar sala 7005 Telephone No.
31270-901 Belo Horizonte, MG
Brazil
Facsimile No.
Teleprinter No.
3. Further observations, 1f necessary: ;
4. A copy of this notification has been sent to:
[0 the receiving Office D4 the designated Offices concerned
[ the Intemational Searching Authority [J the elected Offices concerned
[] the International Preliminary Examining Authority [J other
The International Bureau of WIPO Authorized officer
34, chemin des Colombettes . .
1211 Geneva 20, Switzerland | Perez Reina Luis
| e-mail pt09.pct@wipo.int
Facsimile No. +41 22 338 71 30 ‘ Telephone No. +41 22 338 74 09
orm PCT/IB/306 (October 2003) ! I/DLEIDQ200
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SUPEI?RINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
' DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

Industria y Comercio EXTRACTO PARA PUBLICACION
SUPERINTENDENCIA SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION PCT
(21) N* de soliitud: (57) ntCI. AG1K 0391008

22) Fecha de solicitud:

(30) Prioridad ~ (31)  Prioridad  (32)  Fecha  (33) Pais

P10603490-0 2110712006

(71)Solicitante(s) ~ UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS

(72) Inventor(es)  ANA PAULA SALLES MOURA FERNANDES

(74) Apoderado:  EMILIO FERRERO

GERAIS

Y OTROS

(85) Fecha limite inicio fase nacional: ~ 21/02/2009 (87)  Publicacion internacional

(86) Datos relativos ala presentacion de la solicitud PCT Fecha: 24/01/2008
Fecha de presentacion de la solicitud: ~ 20/07/2007 N° publicacién: WO 2008/009088 A2
No. de solicitud PCT/BR2007/000248 |

(54) Titulo: ~ COMPOSICION DE VACUNA Y METODO DE INMUNIZACION

Reivindicacion(es):

1.

Una vacuna recombinante para leishmaniasis que
permite la distincion serolégica entre las especies
caninas vacunadas e infectadas con Leishmania.

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

Una vacuna recombinante para leishmaniasis de
acuerdo con la reivindicaciones 1y 2, caracterizada
por inducir una respuesta inmune humoral en
especies caninas a través de la produccion de

anticuerpos especificos contra el antigeno A2,

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

Una vacuna recombinante para leishmaniasis de
acuerdo con la reivindicaciones 1-5, . que
comprenden uno o mas de un excipiente, portador,
amortiguador, estabilizador, agente de isotonicidad,
conservante o antioxidante farmacéuticamente
aceptable. |

Un método para mejorar la respuesta inmune contra
leishmaniasis que permite la distincion serologica
entre especies caninas vacunadas ¢ infectadas con
Leishmania.

Un método para mejorar la respuesta inmune contra
leishmaniasis de acuerdo con la reivindicacion 7,
caracterizado por ef mantenimiento de los resultados
negativos para las pruebas  serologicas
convencionales para leishmaniasis en especies
caninas.

9.

10.

1.

Un método para mejorar la respuesta inmune contra
leishmaniasis de acuerdo con la reivindicacion 7 y 8,
en donde dicho método comprende el uso del
antigeno A2 recombinante de las formas
promastigota de Leishmania.

Un método para mejorar la respuesta inmune contra
leishmaniasis de acuerdo con la reivindicacion 7-9,
que induce una respuesta inmune humoral en las
especies caninas a través de la produccién de
anticuerpos especificos contra el antigeno A2.

Un método para mejorar la respuesta inmune contra
leishmaniasis de acuerdo con la reivindicacion 7-10,
que induce una respuesta inmune celular en
especies caninas a través de niveles elevados de
[FN-y.
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Bogota,
2020 ?

Doctor(a)
FERRERO EMILIO

REFERENCIA Radicacidn No. 9 17840
Solicitud internacional PCT/BR2007/000248
Fecha inicio fase nacional 21/02/2009
Tramite 11
Evento | 378
Actuacidn 430

Oficio No. . e 4 424

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de
la Decisidén 486 de la Comisidén de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooperacidén en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular
Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. La solicitud no contiene el poder debidamente otorgado, con el lleno de los
requisitos exigidos por los articulos 63 y subsiguientes del Coédigo de
Procedimiento Civil. Adicionalmente, deberd presentar el documento que acredita la
existencia y representacién legal de la sociedad solicitante, cuando ésta fuere
persona juridica.

2. La solicitud no contiene 1la copia del documento en que consta la cesidn del
derecho a la patente del inventor! al solicitante o a su causante, conforme a lo
establecido por el articulo 26 literal k) de la Decisidn 486 de la Comisidn de la
Comunidad Andina. Cuando se trate de documentos otorgados en el extranjero, estos
deberdn legalizarse de conformidad con lo dispuesto por los articulos 259 y 260 del
Cédigo de Procedimiento Civil. Cuando se trate de las declaraciones a gue hace
referencia la Regla 4.17 ii) del Tratado de Cooperacidn en Materia de Patentes
PCT., el alcance de las tales declaraciones se determinard segin indigquen
claramente una cesidén de derechos del inventor al solicitante o su causante, de
conformidad con lo dispuesto en el numeral 5.2.15 del Capitulo Quinto, Titulo X de
la Circular Unica de Superintendencia de Industria y Comercio.

En cumplimiento de 1lo dispuesto bor el articulo 39 de la Decisidn 486, se le
requiere para que dentro del término de dos meses siguientes a la fecha de
notificacidén del presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados.
En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se
considerard abandonada y perderda su p;elacién.

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal
e), del capitulo guinto del titulo primero de la Circular Unica No.1l0 de 2001,

| Continua en la pagina siguiente...
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