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(57) Resumo: Patents de invengao: ‘Composigdes
contendo fragHes nativas de colutas de Leishmania, denominadas
antigeno FML ‘Ligants de Fucose Manosa®, a do uso deste
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Relatdrio Descrilivo da Patenle de invenclio: COMPOSICOEE CONTENDO FRAGOES DE
CELULAS DE LEISHMANIA, DENOMINADAS ANTIGENO FML "FUCOSE MANNOSE
LIGAND" OU "LIGANTE DE FUCOSE-MANOSE™; USO DO ANTIGENO FML E DE SUAS
SUBFRACOES E COMPONENTES PARA AS APLICAGOES EM IMUNODIAGNOSTICO
ESPECIFICO DA LEISHMANIOSE VISCERAL HUMANA E ANIMAL, E PARA AS
APLICAGOES VACINAGAO, TRATAMENTO OU IMUNOTERAPIA CONTRA A
LEISHMAMNIOSE VISCERAL HUMANA E CANINA.

Esta invenglio frola da oblenclio de composios, exirakio ¢ purificado a pertir de
promasiigotas de Leishmania donovani LD1S Sudan. Estes compostos podewm ser, apis a
sua preparaclo final, ulilizados para desenvolver o imunodiagndstico especifico da
Leishmanlose Visceral humana ou animal. Quendo injetados em combinaclo com
adjuventes, estez composios Induzem a proleglio comlra a Leishmaniose Visceral,
evidenciada pela resposia soroldgica espscifica, @ resposta celular comprovada por leste
de intradermorreacho e resposta proliferstiva de Hnfdciios, atraso no aparecimento da
morbidade da doenca e diminuicho dos nivels da hepatesplenomegalia e infecclio em baco
e figado,

A Leishmaniose Viscersl Humana & uma doenca crinica, debilitante e freqlentemente
folal sm criangas o adultos jovens. O diagnisiico especifico & precoce § imprescindivel
parsa a indicacho do tralamento anlés de aparecimento dos sinlomas graves e de
ssiabelacimento da morbidade plena da doenga. Os métodos stuaimente utllizados para
esie fin apreseniom ainda diversas limiteglas.

No existe até 0 presente vacina conira a Leishmaniose Visceral, nem no Brasll nem no
extevior.
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FMIL - “FUCOSE MANNOSE LIGAND™ ou "LIGANTE FUCOSE-MANOSE"

Em pesquisas recentes elaboramos um produto denominado Antigeno FML, "Fucose
Mamose Ligand™ ou "Uganie Fuoose-Manvse™ de Lefshmania donovant um complexo
glicoproléico, cuje porgio carboidralo apresenla 10% de Fucose ¢ 47% de Manose,
justificando o nome utilizado. Este complexo inibe forlemente a infecglio de macrélegos
periioneals de camundongo por promastigolas e amastigolas de L. donoverd, sendo
espécie-especifico dentro do género Leishmenis. O FML & fortemente inwmogénico em
coelhos, hamsiers, 8 camtndongoe, elicitando a8 intensa producio de anticorpos; ele &
antigdnico em seres humanos, sendo reconheckio por allos niveis de anlicorpos
especificos.

A andlise bioquimica inicial do FML revelou que este ¢ um complexo glicoprotéico
conlendo 20% de agicer neulro, 44% de proteina, 11% de fosialo o tragos de
hexosaminas, composio por bandas proléicas de pesos moleculares variados, de © a 95
kDa (Figura 1), revelando-se om algumas a presenga de carboldratos: 36 e 54 a 68 kDa.
Na porglio gicidica do FML 2e destaca a presenca de 10% de fucose ¢ 47% de mancse.
Também lol possivel observar a presenca de 30% de glicose, 12 % de galaclose, e xdiose
em quantidade trago .

A anélise de amninodcidos do FML revelou a presencs dos: acido glutamico, alanina,
acido aspirtico e glicina, em quantidede varkvels de 20 a 10%, serng, histiding, lisina,
leucina, threonina, proling ¢ vaiing, enle 10 ¢ 5%, o arginina, methionina, isoleucina,
firosina e fenilalanina, entre § ¢ 2%.

O FML & obtido a partir do axtrato aquoso de promastigotas de L. donovary D18 de
acordo com a seguinte metodologia:

Para oblengio de massa de células, promastigolss de L. donovan! siio inocutados em

25 tubos de rotha conlendo melo de culwe bifésico apropriado pama o isolamento de

Leishmania sp.. {age a0lida melo NNN : 37 g/ Brain & Heart infusion - BHI, 20 g/ Agar 8 g
de NaCl, & 10% de sangue defibrinado de ooeiho (10%), e fase liguida : 37 gA BHI, 0.02 g
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dcido fOlico, & 0.01 gt hoemins, suplementado com 5§ - 15% de soro fetal bovino. ©
creacimento celular realiza-se em estula bioldgica, na temperatura de 22-30°C, Apés 4-8
dias sSo alingidas concentragbes de 108 a 108 promastigolasiml, @ as culras em fose
exponencial 80 ransferidas para frascos Erienmayor do 1L contendo 200 a 400 mi de
meio do cultura monofdsico (fase Nquida) @ mantidos sob egilacho por 4 a 6 dias, até
atingir uma concentragiio de 109-1010, Estas oukturas, em fase logarfimica de crescimento,
siio enllio ransferides pare frasoos Erlenmayer do 3L, conlendo 1L de Melo de cultwra
monofésico @ manlides nas condipdes cltias alé¢ alingir a (ase esisoclondria com
concentragdes de promastigotas de 109 a 1013 colutas/mi.

A massa colulsr oblida & recolhida por centrifugacio a 6000 g 5-20 min, lavadas 3
vezes por centrifugagiio em solugho selina de NaCl 0.9% e mantidas a -20°C até o
momenio da extraclo,

Para oblengio do exirato aquoso, as células siio descongelades, ressuspensas em
6gua destilada ¢ mantidas sob agitacio dentro de banho de gelo por 6-75 min. A seguir, a
suspenslio é oentrifugada a 6000g por 5-20 min, o sobrenadante é recolhido, enquanto o
residuo & re-exiraido em condigbes kiénlicas. Os sobrenadantes das duas sxtrapbes sho
aquecikios & 1000C por 10-30 min, para desnatureciio de proleases enddgenas, ssguindo-
se a centrifugacio da mistura a 48000 g por 10-25 min. O residuo precipitado ¢
desprezado 03 sobrenadantes sho concentrados & Nofilizados.

A purificaciio inicial do FML ¢ resiizada por cromatografia de get filtraclio em coluna de
“Biogel P10” de 100-200 mesh, equilibvada e eluida com égua destilada e previamente
calibrada com "Biue dexiran®. Os perfis de eiuiciio sSo realizados através de dosagens de
carbohidarato & proleina das fragles elukias. A cromatografia é reaiizade a 20-300C sob
um fluxo de 9-20 mih.

O anligeno FML ¢ colhido no volume de exclusiio da coluna, © a seguir lofllizado; o
seu grau de pwificacio & evidenclado almavés de dosagens quimices, cromatografia



gasfliquida cdoe seus derivados aiditol acelatos, SDS-PAGE, e ELISA conira 08 soros
padrles de titulos conhecidos.
Apbs a caractorizagiio, 0 antigeno FML & diluldo de aconda com o objelivo do seu uso :
tesies para imunodiagndetico especifico ou vacina pars a Leishmaniose Viscoral.
5  FML NO DIAGNOSTICO DA LEISHMANIOSE VISCERAL HUMANA
Ate o presents momento o diagndstico da Leishmaniose Visceral Humena ou Calazar
feilo nlravés de:
- EXAME CLINICO, para identificagio dos sintomas compalivels com a doenga: febre,
emagrecimenio,  nfadencpetia,  sinomes  respiraldvios,  hepatesplenomegatie,
lo--mm.memum;mmw.
- EXAME PARASITOLOGICO, pera pesquisa da presenga dos parasilas no malerial
cothido por biépsia de medula é3sea estemal ou femorsl. O parasile =e aloja om
macrilegos e mondcilos de bago, figado, linfonodos € medula 633¢a, o nlio pode ser
deteclado no sangue periférico.
15 .-  BXAME SOROLOGICO para a pesquisa de anlicorpos especificos anti-Leishmania por
reaglos de nunofiuoresolncia, ELISA, efc.
Conludo, todos 0s oxames acima cllados apresentiam limitacbes, quals sejam:
- EXAME CLINICO: Requer profissionals especializados capazes de discemir enlre 0s
sintomas caracleristicos da Leishmaniose Visceral Humana e oulras doences parasitdcias
20> de ocorméncia freqilentements concomitanle em &msas endémicas. Os sinals clinicos
aparecem claramente quendo a infecclo j& se encontra em estado avangado, ¢ quando o
tralamento do paciente debililado e sofrendo a depressiio do sislema imune causada pela
Leishmaniose é de efioficla imitada. Por oviro lado, ficam sem diagndstiico mumerosos
casos subclinicos ou preciinicos, resultantes da infecglo mals alenuada ou recents,
25 facillando a difusBo da doenga nas dress enddmicas.
- EXAME PARASITOLOGICO: Trala-se da pungSo da medula éssea; coleta do material
por aspirago, esfregaco do mesmo sobre lémina, coloragio pelo método do Giemsa o
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pesquise da presenga das formes amastigoles de Laishmania donovan). A sensibllidade
deste método e baixa, com allo risco de resullados (aisos negalivos, se & puncio nio for
realizada durante a fase aliva da doenca. A punclio medular é tma infervenclio muite
agressiva, com risco inherente das complicacles por sangramenio ou infecglo,

5 requerendo ums habllidade especial do operador. Ela nlio pode ser usada repetidamente
em casos do diagndelico duvidoso, ou para acompanhamento da cura pavasiiolégica apds
o tratamenio quimiolernpéutico, Este mélodo néio é portanio eficiente numa avallacho
progndstice nem como critério de cura da doenga.

- EXAME SOROLOGICO: O sangue colhido deve ser levado pars o isboratorio, para

10 oblenglio dos soros ¢ detecplio qualilativa ¢ quantilaliva dos anlicorpos ou antigenos
circulanies.

Os testes de dingnislico soroldgico utilizando métodos de fluorescéncia & aglutinaciio,
menos sensiveis e especificos, estBo dendo passo aos mais modemos ¢ préticos come por
exemplo: o imunoenzimalico-ELISA.

15 A ulilizachio do antigent bruto solivel de Lelshmania chages!, no enséio de ELISA
demonstrou grande sensibilidade. Entretanto, 0 mesmo lipo de exiralo obtido de
Leishmeania mexicane amazonensis mosirave valores de absorblincia ainda malores do que
observados com o antigeno homdiogo, oom 05 mesmos soros de pacientes de
Leishmaniose Visoeral, indicendo umas falla de especificidede. Esle antigeno brulo deve

20 portanto esiar constituldo por alguns componentes comuns A ambas espécies, talvez um
marcador do gnero Leishmanla que serla inoapaz de disoriminar enire soros de paosintes
com Leishmanlose Visceral ou Tegumentar. No mesmo trabaiho, 05 aulores recomendam
o uso de antigono oblido na espécie de Leishwnania que causa a doenga ne regilio,
descrevendo que que 03 exiraios das espécies africanas, come L. donovery Sudan niio se

25 mostrava eficiente no diagnéstico dos casos de Leishmaniose Visceral Americana osinvdos
da Bahio, Brasil.
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Os nossos resuliados com o anligeno purificado FML, desciilos a continuagho,
demoatram pelo contririo que o FML obiiio a partir de L. donovens & cepaz diagnosiicer
com afta sensiblidade e especifickinde 03 pacientes com Leishmaniose Visceral
Americana de diversas regies do Brasl. Numa avallacio comparative, 0 FML demostre

5 ser portanto tm anligeno mullo polente ¢ de cariiter universal.

Por outro (ado, comparando o ensalo de ELISA com a punclio de medula ds9ea, fol
observado que esta itima confirma apenas 0s casos de Leishmaniose Visceral avancados,
nio podendo ser ullizada como aritéio prognéstico nem de avaliaglo de cura,

Através do ensalo munoenzimético de "Western Blot”, fol purificada da L. chagas? uma

10 fragho de 63 kDa, com & qual aumeniam a sensibilidade do ensalo de ELISA. Nio 30
analisa neste trabatho a realividade cruzada oon soros de Leishmaniose Tegumentar,
sendo esta muilo provivel uma vez que esta fragho fol reconhecida como um marcador do
todo o género Leishmania, Numa modificaciio do ensalo ELIEA, foi wlilizada proteina A
como reveiador, comparando 0 extralo brulo com uma prolelna de 63 kDa recombinante

15 na concontragio de 1 pg/poco. A anelise da especifickisde do ensalo fol felta a respeito de
Doenga de Chagas, Tuberculose ¢ Leprs, povém ndo a respsilo da Lsishmanioss
Tegumentar.

Recentemente, ulitizando duas proteinas recombinantes de choque témmico HEP 70 e
HSP 90, foram obtidos resuliados de baixa sensitividade.

20 Comparando com 05 antipenos semipurificades e recombinante cllados previamente, ©
FML utliizado no mesmo ensalo de ELISA apresenia alios valores de especificidade &
sensibiidade, discriminando com segwance os soros de pacientes com Leishmaniose
Visceral clinica, subclinica, pacientes curados ¢ soras nonmals. Uma oulra vantagem do
antigeno FML sobre todos 08 oulros cilados, & o diagndstion diferencial de Calagar,

25 Doenca de Chagas ¢ Leishmaniose Tegumentar.

O FML agora descrito possue lodas as vanlagens que devem ser alribuidas a um novo

antigeno pera diagnéstico de uma doangs, tals como:
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- Ber orginal, nbo existindo nenhumn similar n0 mercado, ou em nivel experimental,
nacional ot inlemacional.

- Sar de diagnéstico répido, possibilitando a feltura apds $ horas,

= Serde balxo cuslo.

5 - Ser Gl no diagndstico @ progndstioo do Leishmniose Viscersl em seres humanos,
dislinguindo tanto a doenca afiva como a doenga preciinica ou subclinica, ou ssja a
"Laishmaniose infecglio” da "Leishmaniose doenga® ou Calazar.

- Ser dtil para 0 scompanhamento dos tralamentos dos pacienles @ como crilério de cura
da doenca.

10 - Ser estocivel em geladeira comum.

- 8er de ficil manipulagfio, nlio contaminants, nio féxico ou initanie & nio requerendo
pessoal especializado.

« Ser mullo polenle antigenicamente, eficients no diagndstico em conceniragSes mufto
beixas, de 2,5 mg/mi a 0.125 pg/poco.

15 - Serde féoll ulilizagho em inquéritos epidemiolégicos.

- Apressntar 100% de comelagiio com os dados clinicos dos pacientes, p<0.01.

- Apresentar 100% de sensiblidade @ 97% de espedificidade no imunodiagnéstico do

Leismaniose Visceral, distingrindo-05 da Leishmaniose Tegumentar ¢ Doenca de Chagas.

- Do uso potencial no controle soroldgico da populagiio de clies & canideas, reservaidrios
20 nelurals da doenga nas dreas endémicses.

Enire os componentes do FML, a glicoprotelna de paso molecular 36 kDa, denominada
GP38, fol identificada como o anligego predominante, reconhecido peio soro hiperimune
de coetho, produzido contra 0 FML tofal (Figura 2). Wtiizando esie 5010, slravés de ensalos

25 de imuncagiutinachio e imunofluoresodneia, confirma-se a presenca da GP3S na superficle
de Leishmania donoveni LD18, tanlo na forma promastigota como na forma amastigota
(Figura 3, Tabela 3).
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Anlicorpos monacionsis obiidos contra o FMIL a partie de linfGcikos de camundongos
isogénicos BALB/c reconhecem predominaniemente a GP36. Dos 23 anticorpos de tipo
igG oblidos, 22 resgem exclusivaments com a GP3IS, confirmando & sua relevincia
anligbnica lambém no sislema oxperimenial do camwmdongo (Figwa 4). A alta
suscetibiidade demosirada no Wratamento com periodato de Na, indica a notureza giicidica
de epitopos da GP3§ envolvidos na eaclio com anlicorpos monocionals, anticorpo AC
E10, e confiemam porianio & sua netureza glicoproléica. Esta krac3o conlém anfre 08
amino-&cidos: enlre 20 ¢ 10% de écido giutdmico, glicina e serina, entre 10 ¢ 5% de &cido
aspdstico, histidina, alaning, threonina @ leucina, ¢ enire 5 ¢ 2% valina ¢ isoleucing .

N3o exisie roslividade cruzada enlre 0 FML ¢ a glicoproleina 683, GP83, isolada
previameonie de Lefshmeania. Anticorpos monocionals sapechlicos, Lil-3.2 o Lii-3.9, obtidos
por David Russell contra a GPG3, nfio desenvolvem nenhuma reaglio com FML, nem no
ensalo de Waslemn Bictting, nem no de ELISA considerado 0 maeis sensivel (Figura 4). Esle
resullado © coerenle ¢ previsivel, considerando os diferentes métodos de exiraciio. A
extraglio aquosa do FML, incluindo dupla aquecimenio a 1000C, privilegia 08 a oblenglio
dos glicoconjugados cuja fraglio glicidics & resistents a eslas condigbes.

Um segundo componente anligénico do FML 4 a glicoproleina de 55 kDa, reconhecida
por 7 anticorpos monocionals do lipo igh ¢« apenas 1 do tipo IgO. Esla fraglio contém entre
o8 dmino-goidos: entre 30 ¢ 10% de &cido gluldmico, glicing, doldo aspértico & alanina, ¢
enlre 10 e 3% de threonina e sesina.

Seguem as descrighes dos métodos deseavolvidos ¢ testados no imunodiagnostico da
Leishmanicse Visceral, ulilizando 0 FML.

TESTE DE ELISA COM FML PARA IMUNODIAGNOSTICO ESPECIFICO DO
CALAZAR:

O potencial inmuncdiagnéstico do FML. no ensalo de ELISA, fol analizado inicialmente
uiiizando @ concentragio de 40 pp/mi. O teste discrkminou 05 S0ros dos casos de
Leishmaniose Visceral Humana ativa, confimados olinica- & parasilologicamente, dos



3 = » : = .. i L ] LL IR . L

- - L) » : - ]

- - a & @ a4 & - L
[ I 1) Ll ] LL I . L L L] as

20108 NorMals, soros de pacienies com Leishmeniose Culdnes ¢ Muco-cutinea, 8 soros de
pacienies Chagésicos de baixa, média ou alta restividade (Tabela 1). Antigenos brutos ou
semi-purificados siio comummente utilizados na fabxa de concentragho 20-50 pgiml, porém
sando o FML um anligeno de um grad de purificeclio major, procedemas & tiluler 0 mesmo
5 no sistema descrito, na espectativa de determinar a dose Stima para o ensaio de ELISA

A concentragho minima kieal do FML no feste de ELIBA ¢ 2.5 pgaml. Nesta
conceniragho, com minimo gasio de anligeno, foram detectadas as mesmas diferenCas
onire 08 50108 de pacientes com Leishmaniose Visceral ou Tegumentar, cont Doenca de
Chagas @ soros normaia.

LT3 ]
LT ]
LI ]
w8
[T 1]

10 A andlise subsequente (Tabela 2) de 155 amosiras de 50108 humanos provenientes de
éreas endémicas no interior de eslado de Alagoes ou epidémicas no Nalal e no interior do
Rio Grande do Norts, confinma que o {este de ELISA uliizando 2.5 mp/mi de FML como
antigeno, claramente reconhece:
~ 0S5 80708 nonmais de drea endémica & de frea nio endémica,

15 - 05 soros de paclenies com a Leishmaniose Visceral ativa, confinmado por exame
parasitolgico e clinico, oom reatividade exiremamente alla,
~ 05 50005 da drea endémica de reatividade baixa, com provivel contato prévio com o
parasita e/ou cura esponlanes,

- 03 poros de restividade moderadamente ala, da forma sub-clinica da Lelshmaniose

20 Visceral,

- 08 sofot de pacientes curados,
- 08 30108 de pacientes com Leishmaniose Tegumentar,
- 08 soros de pacientes com Doonga de Chages.
O anligeno FML 88 mosira portanto um polente reagents no diagndatico, prognéstico e

15 avallagiio da oura da Leishmaniose Visceral humana apds tralamento, de ficll utitzaciio

em leste ripido ¢ econdmico.
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O anligeno FML pam disgnietico pode ser esiocado na solugho de
oarbonato/bicasbonato de Na, pH 8.6, na presenga de timerosol, 1:10000, em tuboe de
pléstico de volume adequado, sem perder a alividade.

Para 2 realizeciio do teste, as placas de microltuiagho slio sensiilizedas com
anligeno, procedondo-se depois & elapas de blogquelo com PBS 0.016M, de pH 7.2,
contendo Molico 1%, e Tween 20%, seguidas de incubagho com as dilvigdes spropriadas
de s0r0s fesies por 1h a 379C, lavagens com PBS ¢ incubacio com o conjugado Proteina
A-Peroxidase. Finalmente a revelagho da reagho se reslize com OPD em lamplio clirato-
Na PH 4.9 e a lollwra visual ou especirofolomélrice das absorbincias & 492 nm.

Aniilise qualiialiva do tesle ELISA com FML apresenion uma sensibllidade de 100% o
uma especificidade de 97%.

Andlise quaniilativa do (este de ELISA,

{1) Para cada soro delermina-se em Uriplicatas o TRulo, inverso da ditima diluiclio no
qual se detecta absorbincia a 482 nm, e o Score, soma das absorbéincias a 492 nin de
todas es diiuiglies alé o tilulo, Ambas as medidas demosiraram ter uma comvelaclio com os
dados clinicos com nivel de significBncia de 100% com p<0.01 ( Tabets 2).

(2) Para cada soro delermina-se, em friplicalas, a sbsorbncia a 492 nm, das diivigBes
1100 o 1/400. Nesie tipo de delerminaciio, que necessiia menos anligeno, tempo e
trabatho, & possivel discriminar com seguranga o3 soros de pacientes com a doenga ativa
© 50108 de pacientes subclnicos do resto dos soros controles ulilizados na padronizachio
(Tabela 2).

A andlise quaniilativa do teste ELISA com FML apresenta 100% de sensibilidade e 07%
de especificidsde. X

IMUNODIAGNOSTICO ESPECIFICO DA LEISHMANIOSE VISCERAL HUMANA COM

25 FML, PELO METODO DE WESTERN BLOTTING:

Na andlise da realividade de s0ros humanos, em diluicho 1/50-1/100, contra ¢ FML,
usando 30 pg, observa-0e que soros de pacienies com Leichnaniose Tegumentar, assim
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como alguns soros de doadores normais, reconhecem no PML a banda de 55 kDa. Esta
reatividede inespecifica apavecs lambém nos sorvs de peclenies com Calazas.

A fregho GP36 do FML ¢ reconhecida unicamente pelos soros de paclentes com
Calazar, lomando esta glicoproteina 0 anligeno especifico para o diagnbstico do Calazar

5 em humanos (Figura 5).

A fraglio GPI8 do FML fol (ambém deteciada como antigeno circulante no soro de
hamslers CB infectados com L. donovanl (LD15). A detecglio desls antigeno nos soros dos
pacienies ou animals infectedos por L donovani pode ser porianto utilizada como
marcador da infecclio ativa, @ usada no diagndsiico @ no controle subseqliente da cura

10 parasitoidgica, mediante 0 uso de anlicorpos monocionals especificos, ou soros de allo
titulo de anticorpos contra GPYS.

CONCLUSAO

O FML E SEUS COMPONENTES SAO INSTRUMENTOS DE USO VALIOSISSIMO
NO DIAGNOSTICO, PROGNOSTICO E AVALIAGAO DA CURA DA LEISHMANIOSE

1S VISCERAL NAS COMUNIDADES HUMANAS, DE USO POTENCIAL NA AVALIAGAO DA
INFECCAO EM CANIDEOS E OUTROS RESERVATORIOS NATURAIS DA DOENGA, E
PORTANTO NO CONTROLE EPIDEMIOLOGICO DESTA GRAVE DOENGCA DE
INCIDENCIA CREBCENTE NO BRASIL.

FML. NA PROTEGCAO CONTRA A LEISHMANIOSE VISCERAL:

20  Leishmaniose Visceral ou Calazar é wma doenga crdnica o freqlieniomente falal em
criancas o adullos humanos jovens, se nio iralada epés o sparecimenio dos sinlomaes:
febre, caquexia, hepatesplenomegalla, hipergamagiobulinemia, snemia, pancitopenia,
paiidez, emagrecimenio, pulso répido, micropoliadenia, complicagles respiralérias,
hemormagias freqilentes & imunosupressiio celular. O agente causal da doengs, Leishmania

25 donovani, desenvolve-3s no interdor de maecvdlagos © mondchos de bago, figado,
Knfonodos e medula Gssea, na forma amastigota.
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O watamenio da doenca com Quimiclerdpicos tem apreseniado osso3 crescantes de
resisiéncia, que podem ser comelacionados tanio com resistdncla a0 agente fénmaoco dos
parasiias, quanto com o eslado geral debilitado e 8 imunosupressiio dos pacienies. Neste
caso, a altemaliva indicada é o tralamento a base de interfeucinas, embora seja multo caro
@ alnda ullizado em caracter experimenial. Concomiianiemente, tem sido repostado o
indice crescente de resisidncia aos lnseticidas na populachio de mosquilos transmissores.
Por todos estes fatores tem sg regisirado um sumenio significativo de casos desla doenca
no Brasi ¢ no mando. No BrasH, swios epkiémicos recenies foram deteclados,
provaveimente devidos ao intenso desmalamento que leva & mudanga do ecétopo do
moaquilo iransmissor, des fress florestadas &s dress domiciliares ou peridomiciliares .

A OrgantzagBo Mundiat da Sedde recomenda o dessnvolvimento de esiudos de
vacinacio com cariter iwgente, na {entaliva de controler @ ewadicar esla doenca. Pare
ests (im se faz necesséro proleger & populagio humena ¢ a de canideos, reservaidiios
potencials na natureza.

No caso da Leishmaniose Tegumentsr, 0s estudos de vacinagho, inclusive com
protacolos j& aprovados para 0 uso sm sares humance, esilio em fase avangada. Esla
doenGa, meis branda que o Leishmaniose Viaceral ou Calazar, é causada por espécies
diferentes de Leishmania, com evolugio, patologia e resposts imune diferente.

No caso da Leishmaniose Visceral, pelo condrario, poucos sio os astudos de vacinacho
realizados sté 0 pressnle. Estudos experimentals em camtndongos indicam que 0 uso de
parasias mortos, na presenca dos adjuvantes, reduz o nivel de infecglio. Recenlemente,
ulilizondo uma proleina purificada de L. donovani, a “dp72”, Jalie e colaboradores
obliveram 81% de proteciio na infecglio de figado de camundongos medide em LDU
"Leishman-Donovan Unils® de Steuber: N° do amasligolas/1000 nicleos de cokdas do

25 osglo x peso do orgho em mg).

Comparando 0 modeio experimenial do camuntongo BALB/c a0 do hamsler na sua
cepackiade de reproduri o Lelelwmanlose Visceral como se desenvolve em seres
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humanos, observa-se que ¢ modelo do camundongo nio ¢ & melhor escolha, pelas
seguinies razbes:

- & infecghio ¢ branda, ocomendo o plco de infeccho no figado com 15 a 30 dias apés a
infecghio.

5 - & cura & espontinea apds 30-50 dias,

- & infecgiio se desenvolve apenas no figado, ou aparecendo apenas 20s 45 dias no
bago, nio se deteclande 05 parasiias na medula Gssea.

- & infecgio experimenial ndo se mantém no camundongo, ¢ a cada experimento, 03
amastigotas devem ser oblidos a parils de bacos de hamsiers infeclados.

16 No nosso protocolo de vacinecho com FML, uiiizamos hamsters CB que desenvolvem,
na dose infectante de1x 107: as seguinles manifestecbes:

- infecgdio grave, com o pico de infecglio no bago e figado ocorrendo enire 0s 45 ¢ 60
diss apis a infecglo (Figum 89 7),

- so ndo lralados, 0s animais morrem por causa da doengs, no quadro ciinico

15 semelhante a0 humano,

- a ifecgho ¢ palents em bacgo, figedo @ medula 6s%ea e pode se manier por
transferéncia de amasiigolas obtidos do bago de hamsters infeclados.

Por lodas as razbes clladas, no nosso estudo de vacinacio ulilizamos o hamster CB
como modelo sxperimenial, separando os grupos de machos ¢ fdmeas, para poder evilar

20 possivels diferengas devidas & varlagdes hormonals.

A dose Infectante de 107 amastigotes por via intracardiace mosirou ser a mais
adequada, determinando o aparecimento de parasitas em bago ¢ figado, entre 45 ¢ 60 diss
apés a infecgho (Figura 7) de meneire semelhenie a0 que acontece em seres humenos.

Observando o crescimento dos parasiias nestes diglios foram definidos o3 lempos de

25 20, 40 o 60 dias como adequados para avaliagho do efeilo de vacinaglio (Figuras 8 - 11).

A vacina FML contra 0 Calazar, foi testada em diversos eaquemas, p.ex.. 3 dosss

ntraperitonesis semanais, 2 doses iniraperiionesls seguidas de 3 endavenosas. A variaglio
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do tituio de anticorpos obtidos em virios esquemas de vacinaclio nio fol significante, de
manekra que o esquema de 3 doses intaperiioneals fol escolhido como o mais eficients,
econtmico e simples na aplicagio,
O antigeno FML para vacinaclio ¢ veiculado em soluglio salina meriiolatada, soluglio
S de timerosof 1:10000 em NaCl 0.95%, com PH 7.0 em frascos de vidvo de volume 4 mi,
A vacina FML ulliizada fol compasia de sofuglio saling estéril de NaCl 0,05%, contendo
500 mg de FML ¢ 500 mg de saponina por . As soluCles astoque de FML. # saponina,
ambos a 1 mgiml em salina podem ser eafocadas por meses em freezer a -200 C. A
vacing ¢ aplicada am 3 doses inlraperitonesis de PML (100 mg) ¢ saponina (100 mg) em
10 0.2 mi de saling, com seringa de 1 mi ¢ aguha Inlradérmica, uma dose por samane. A
vacina FML experimeniada em animels nko causou aiéd o presenie nenhumn afefto colateral
indesejbvel.
A vacina FML contra o Calazer é capaz induzic protecio em hamsters CB, evidenclada
nos animals vacinados ¢ desefiados subsequsatemenie com 107 amastigolss por via
15 intracardiaca. Os paramelros seguintes foram avallados.
3. O efelio da vacinacho
se detecla no aperecimento de ntradenmomescio positiva (Figura 8), enticorpos
especificos anti-FML (Figura 9) e resposta proliferallva de esplendcitos de bagos ao
antigeno FML, ac lisado de promastigoles e a0 isado de amastigotas (Figura 10).

proteglio foi observado a nivel dos seguintes parbmelros:

- piradermonegclio. IDR: # resposie se maniém positiva em machos e famess,
inclusive com 60 diss de infecchio & diferenca dos animals nio vacinados nos queis se
detecta Imunossupresséio e porianto a IDR 6 negativa (Figura 8).

@0 entigeno de Hsado de
promastigotas. A proliferaclio ¢ muiio mals inlensa nos animais vacinados do que nos

controles, reiardando a munossupressio (Figura 10).
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- Jitulg de anticoipos antl-EML: no ELISA se observa um nivel malor de anticorpos
especificos ani-FML em todos os tempos, tento em machos quanto em fémeas (Figura 9).

Os animais vacinedos apreseniam anticorpos especificos apds a vacinactio o anles de
serem infectades sxperimentalmente.

- LDU de baco: concomilantemente com as oulras varidvels, hi uma diminuigio do
nivel de infecio @ atrezo do aparecimento da mesma nos animais vacinados @ respelto
dos coniroles (Figura 11).

- LDU de fioado: também se detecla diminuicho @ atrazo no aparecimento de infecgio.

A andlise esleliglica realizada peolo mélodo de regressio mGitipla, revelou uma alla
significincia, p<0.01, sendo o efeilo de proleclio devido eapecificamente ao FML ¢ nlio &
ooniribuiciio do adjuvanie saponing p<0.01.

A aplicacho da vacina FML, no modelo experimental stualmenls wlilizado, damoatra
proteco em termos de relardo ¢ diminuigio da morbidade da doenca, Sem mostrar efeilos
colaterais indesejdveis. A vacina FML & portanto um bom cendidalo para ser ullizada na
vacinagho dos reservaldrios de Calazar na fres endémica. Cles e roedores sho os
principsls reserveticios da moléstia, consiiuindo-se am fonte de infecgho para 08 insetos
transmissores flebdtomos. Esses inselos infectam-5e nos animais e transmitem a infecgio
808 seres humanus nos embientes domicilares ou peridomiciliares. A prolegBo destes
snimals redundara na protecho das comunidades humanas, lambém cendidatas polenciais
& vacinagiio com FML e/ou as suss SUBFRAGOES componentes, contribuindo no controle
¢ emadicacio da Leishmaniose Visceral Humena.
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EXEMPLOS:

Tabela (1) « REATIVIDADE DE SOROS DE PACIENTES COM CALAZAR,
LEISHMANIOSE CUTANEA E MUCO-CUTANEA COM FMIL, EM TESTE DE ELISA. (40

pg/mi).

SOROS TITULO ANTIFML

Leshwnaniose Visceral 12400 6400 1
400 200
Leishmaniose Muco-culénea 400 -
200 200

5. 8%
§ .38
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Tabels(1T) TESTE DE ELISA QUALITATIVO E QUANTITATIVO USANDO FML (2.5
pg/ml) NO DIAGNOSTICO ESPECIFICO E PROGNOSTICO DO CALAZAR HUMANO.
ANALISE DA SENSITIVIDADE E ESPECIFICADE.

Soro No.Casos Abs. 1100 Abs. 17400
(SE) (SE)
Normel 8 0.133(0.008) 0.049 (0.007)
Leishmanices Tegumenter 20 0.079(0.016)  0.023 (0.008)
Doenca de Chages 22 0154(0018) 0.068 (0 007)
Leishmaniose Visc. Curada 1 0.154 0.035
Normal (srea endemica) 45 0120(0007) 0.032 (0.002)
kevtarvrviclio (erea endemica) 21 02020010} 0.086 (0.004)
Reastividade alla (ares endemica) 20 0321(0.026) 0 145(0028)
Leishmaniose Visc. aguda 18 0.499(0.079) 0.206 (0.099)

Polencial disgndstico do FML no leste de micro-ELISA quelitalivo,

Soro No.Caso Tiler (SE) Score (SE)
S

15 Normal 8 1150 (338) 0.276 (0.021)
Leishmaniose Tegumenter 20 710 (183) 0.168 (0.034)
Dosnca de Chagas 22 1927 (239) 0.376 (0044)

Leishmanioss Visc. Curade 1 1800 0.312
Normal (area endemica) 4 810 (111)  0.227 (0.014)
20 intermédio (area endemica) 21 2905 (638) 0.457 (0.004)
Reatividade alta (area endemica) 20 2760 (533) 0.807 (0.154)
Leishmaniose Visc, aguda 18 22400 (10823) 1.638(0.237)

Potencial diegndetico do FNIL no ieste de micro-ELISA quantitalivo.

TESTE SENSITIVIDADE ESPECIFICIDADE
25 Quentitativo 100 % 97 %
Qualitetivo 11100 100 % 97 %
Qualitativo 1/400 87 % 97 %

Anglise da sensitividade & especiicidade no teste diagndastico usendo o FML
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Tebelacrit):LOCALIZACAO DO FML (GP3) NA SUPERFICIE DE PRO- E
AMASTIGOTAS DE L donovan (LD1S Suden) ATRAVES OE
MUNOFLUORESCENCIA COM SORO HIPERIMUNE DE COELHO.

Soros Parasiles vivos. Porasilas fbados

PRO AMA PRO AMA
Soro Anti-3P38 + Soro Fluoresceinado 102400 12800 81982 1024
Som s0ro 0 0 0

Soro Fluorasceinado 10 10 10
Soro de costho preimune + Soro Fluoresc. 400 400 2
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REIVINDICACOES:

1. Composiglies contendo fracdes de promastigotas on amastigotas de Leishmania,
denomingdo “Fucose Mannoss Ligand™ (FML), com u30 potencial em imunodiagndstico,
imunoproleclio ou imunoterapia em humanos ou animais, as fragbes sendo caraclerizadas
pelas seguintes propriedades:

a) Composios nalivos, presentes em promastigotas e/ou amastigolas de Leishmania,
soliveis em agua, mostrando as bendas seperadas em gel de pofiacrismida na presenca
de SDS, sendo as principals de peso molectiar aproximado de 94, 55, 43, 40, 38, 30, 23-
28, 20, 17, 14 e 9 kD, contendo aproximadamente 20% de acucares neutros, divididos em
10% a fucose, 1% a xlose, 47% a manose, 12 % a galeciose, 30% de glicose, & contendo:
enire 20 @ 10% de ackdo giutdmico, alaning, acido aspitico e giicina, enire 10 e 3% de
sering, histiding, ksina, loucing, lhreonina, prolina ¢ valing, e entre 5 ¢ 2% de arginina,
methioning, soleucing, tosina e fenllalanine.

b) Compostos nalivos de aproximadaments 38 kD, mostrando a reaglio positiva com
corantes para proteinas e carbohidralos, contendo entre 20 & 10% de 4cido glulémico,
ghicina @ serina, ontre 10 e 5% de écido aspdtico, histiding, alanina, hreonina e leucina,
onlre 5 & 2% valina e isoleucina, & reconhecidos pelos s0ros hiperimunes de coethos,
camundongos, ¢ hamsiors & soros de animals ¢ humanos infectados por Lejshmania,
induzindo proliferagiio de inféclios de snimais @ humanos infectedos por Lefshmania.

¢) Compostos nativos de aproximadaments 55 kD, mostrando a reaclio positiva com
corantes para proleinas ¢ carbohidralos, contendo entre 30 e 10% de dcido glutdmico,
glcina, 4cido aspéstico e alanina, entre 10 ¢ 3% de (hweonina ¢ serina, ¢ reconhecidos
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pelos soros hiperimunes de camundongos » hamelers e soros de animals @ humanos
infectados por Leishmania.

2. Uso das composigles conlendo fragles definidas na relvindicagiio 1., na sua
tolalidede ou qualquer das suas subfragBes, adiclonades ou nio de veiculos
farmacoidgicos adequados, para prepanaciio de reagenies usados om imunodiagndstico ou
scompanhamento de tratamento da Lelshmaniose em humenos ou anlmais.

3. Uso das composigies contendo fragies definkdes na reivindicagho 1., na sua
folatkiade ou qualkuer das suss subimcles, adicionadas ou nlo de veiculos
farmacolégicos adequados, para preparacio de reagenie usados sm vacinaglo ou
qualquer oulro {ralamento visando a imunoproleciio da Leishmaniose em animals ou
humanos.

4. Uso des composigies contendo fragbes definidas na relvindicaclo 1., na sua
tolalidade ou qualquer das suas sublmobes, adicionadas ou nio de veiculos
farmacoldgicos adequedos, para preparacho de reagenies usados em vacinacgho ou
qualquer oulro tratamenio visendo & imunolerapla da Lelshmanicse e animais ou



4 .
- - L] - 4 & 3 A ey &
L} - B 1 o [ . " dee
Ak L] L L a8 8 [ ) [ ] l a e &
- A &4 » 4 L ] B 4 8 »
L 1] - e 8 R 4 an wl

FIGURAS
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Figwa 1 FML E A ELUICAO QUIMICA DA GP38,
A = 150 pg de FNIL corado por Coomassie Blue R
B = GP8 eluida com 1% de SDS am 1% de carbonalo de sddio



Figurs 2 DETECGAD DA GLICOPROTEINA GP3S COMO ANTIGEND PRINGIPAL DD
FML ATRAVES DO METODO DE WESTERN BLOTTING, UBANDO SORO
HIPERIMUNE DE COELHO
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Figure 3 DETECCAO DA GUCOPROTEINA GP38 DO FML NA SUPERFICIE DE
PROMASTIGOTAS E AMASTIGOTAS DE L. donovant (LD 1S Suden) ATRAVES DE
IMUNOFLUORESCENCIA
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Figure 4. ANALISE DA REATIVIDADE DO FML COM ANTICORPOS MONOCLONAIS
ATRAVES DO METODO DE WESTERN BLOTTING:

A 150 pg FML. coredo com Coommessie Blue

B8 30 pg FML + eniicorpo monocionsl AC2E10 (igG), reconhecendo GPYS

C: 30 pg FWL + anlicorpo monacional CA2A9 (igG), reconhecendo a banda de 55 kDD

D 30 py FML + anlicorpo monocional AC2D4 (igM), reconhecendo @ benda de S kD.
E - J. 30 pg FML + CA204 (igG). Nos F - J, o sligeno fat prebatedo com peirodato de

96dio nas concelracles de 0.1, 1, 5, 10 @ 20 mM, respeclivamente.
K. 30 pg GPS3 de L major



Figwa 5 IMUNODIAGNOSTICO ESPECIFICO DA LEISHMANIOSE VISCERAL
HUMANA GOM FML PELO METODO DO WESTERN BLOTTING

A. 160 pg FNN. coredos com Coomasaie Blue

©. 20 pyg FML com soro de Leishmanioes Viecersl (1:100)

C. 30 pg FML com soro do Leistvnanioss Muco-Culines (1:50)
0. 30 pg FAL com soro humano nommal (1:100)

€. 30 yug FML de GPS3 de Leisiwnenia major.

A sote indica 8 posiclio dgs GPN,
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Figurs 6a EVOLUCAD DA LEISHMANIOSE VISCERAL NO FIGADO DE HAMSTERS

WNFECTADOS COM (L. donovend (LD 1S) Sudon : EFEITO OE QUANTIDADE
CRESCENTE DE PARASITAS.

Figwa 6b° EVOLUGAO DA LEISHMANIOSE VISCERAL NO BAGO DE HAMSTERS

INFECTADOS COM L. donovanl (LD 1S Suden} : EFEITO DE QUANTIDADE
CRESCENTE DE PARASITAS.

Valores de “Leishman-Donovan Units® em hemsiers CB, machos e fémeas, epds
inoculecBo inracardieca de 107 {10M) & 15 x 107 (150M) smastigolas
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Figwea 78; EVOLUGAD DA LEISHMANIOSE VISCERAL NO FIGADO DE HAMSTERS

INFECTADOS COM 107 amastiguies do Leishmianie donoven (LD 1S) Suds . EFEITO
DO TEMPO,

Figurs 7b: EVOLUGAO DA LEISHMANIOSE VISCERAL NO BACO DE HAMSTERS

WNFECTADOS COM 107 smasligotas de Leishmenie donovani (LD 1S5) Sudan - EFEITO
DO TEMPO.
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Figurs 8 INTRADERMO-REAGAD EM HAMSTERS (24 h), A = MACHOS, B = FEMEAS
INDUZIDA PELA INOCULAGAO DO LIBADO DE 107 PROMASTIGOTAS DE
donoveni (LD 1S Sudsn), VACINADOS COM FML E SAPONINA
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Figws 9 TITULO DE ANTICORPOS ESPECIFICOS ANTIFML EM HAMSTERS
VACINADOS COM FMLISAPONINA, ANTES E APOS A INFECGAO COM L. donovand
(LD 15) Sudan.- A = MACHOS, B = FEMEAS.
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Figws 10 PROLIFERACAO DE ESPLENOCITOS DE BACO DE HAMSTERS
VACINADOS COM FML, ANTES (A) E APOS (B - MACHOS, C - FEMEAS) A
INFECGAO COM L. doroven (LD 1S) Suden
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RESUMO
Patente de invenglio; "Composicles contendo fracles nalivas de célules de Leishmania,
denominadas antigenc FML "Ligante de Fucose Manose”, & do uso deste anligeno FML. ¢
de suas subliraghes e componentes: glicoproleinas de 26, §5 KK, e outras proteinas,
5 adicionadas ou niio de vehioulos fasmacoldgicos, para as aplicagles sm imunodiagnéstico
sspecifico da leishmaniose visceral humana ¢ animal, @ para a3 splicacies em vacinacglo,

{ratamenio ou imunolerapia conlra a leishmanioss viscoral humena ¢ cening. *
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