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(57) Resumo: Patente de: invenção: "Composições 
contendo frações nativas de células de Leishmania, denominadas 
anti53eno FML "Ligante de Fucose Manose•, e do uso deste 
antigene FML e de suas subtrações e componentes: 
glicoproteínas de 36, 55 Kd, e outras proteínas, adic(onadas ou 
não de vehiculos farmacológicos, para as aplicações em 
imunodiagnóstico específico da leishmaniose visceral humana e 
animal, e para as aplicações em vacinação, tra1amento ou 
imunoterapia contra a leíshmaniose V1sceral humana e canina• 
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Relal6rlo Deac:rlUvo da Patenle de lnvençlo: COMPOSIÇÕES CONTENDO FRAÇÕES DE 

CáULAS DE LEISHMANIA. DENOMINADAS ANTIGENO FIL "FUCOSE MANNOSE 

LIGAND" OU "LIGANTE DE FUCOSE-MANOSE"; USO DO ANTIGENO FMI. E DE SUAS 

SUBFRAÇÕES E COMPON:NTES PARA AS APLICAÇÕES EM IMIJNODIAGNósTlco 

5 ESPECIFICO DA LEISI-NANIOSE VISCERAL HUMANA E ANIMAL, E PARA AS 

APLICAÇÕES EM VACINAÇÃO, TRATAMENTO OU IMUNOTERAPIA CONTRA A 

LEISHMANIOSE VISCERAL HUMANA E CANINA. 

Esta Invenção 11811 da obtençlo ele compo&los, extraido e pulfflcado a palllr de 

pnimllllllgotas de ,..,.,_ria donovenl LD1S SUdan. Eslel compostos podem ser, ap6s a 

1 O 8118 pn,paraçlo final, ullllzados para desenvolver O lmunodlagn6stlc especlllco da 

Lelshmanloae vtsceral humana ou animal, Quando Injetados em comblnaçlo com 

adjuvantes, estes compoalos Induzem a pn,leçlo coma a Lelshmanlose Vlsceral, 

evldendada pela l9lflOlla SOIOl6glca eapeclllca, e inposta celular comprovada por teale 

de lntradennoneaçl e 191fJ01la prollferallva ele llnf6c:ltos, atraso no aparadmento da 

15 IIIOlllldade da doença e clmlnulçlo dos nivela da hepate9plenomeg e lnfecçlo em baço 

eftgado. 

A Lelshmanlose Vlsceral Humana 6 mna doença cdnlca, debllllante e freqOentemente 

fatal em Cllanças e adultos jovens. o dlagnOstlco especlllco e precoce 6 lmpresclndlvel 

pera a lndlcaçlo do tratamento ant6s ele apal9Clmento dos lintomas graves e de 

20 8llallalaclmento da IIIOlllldade plana da doaiça. Os m6todos atualmente utlHzados pan1 

este 11m apresentam ainda dlver&as HmltaçCles. 

Nlo exfate até o presente vac:lna conlra a Lef8llmanlose vtsceral, nem no Braall nem no 

exlerlor. 



- z -

:··. ·:· . .. . ···: . .. . . .. . ···: . .. . . .. :... : ... : .. : : .. . ..... : .. . : : ....... · ..... : ...... · ...... . 
FML- "FUC08E MNINOBI! UGAND" ou "LIGANTE! FUCOB&M.-\NOSE" 

Em peequlsas -• elaboramos um prudulo denominado Anllgeno FMI., "FUCOl8 

Mannoae lJgand" ou 1.lganle Fucosa Manose" de Ulahnalla donovanl: um complexo 

gllcoprol61co, cuja porção Clllboidlato apresenla 1(1'11, de FUC1188 e 471' de Manose, 

5 jUSllflcando o nome utllzado. Esle complexo Inibe fClllemenle a Infecção de mac:rófagos 

pellloneals de camundongo por promasUgotas e amllllllgolas de L. donovanl, sendo 

~fico clenlro do gêllelo Lelshmanle. O PML 6 fortemenle lmunogênlco em 

coellos, hamstel8. e camundongo8, ellcllando a Intensa pn,duçlo de antlcoqJos; ele 6 

anllglnlco em aentS humanos, sendo l'IICOll,"lecldo por aios nlvei& de ..ucorpos 

1 O especlftcos. 

A an61ise bloqulmlca lnlc:lal do FMI. revelou que 1118 6 um complexo gllcoprol6lc:o 

contendo 2ft de aç6car neulrO, 44'11, de pnitelna, 11,i, de fosfato e 11119CJ11 de 

hexosamlnas, compoato por bandas prat6lcas de pe- moleculaAIII vallados, de t a 15 

kDa (Figura 1), revelando-se em algumas a presenva de carboldlalos: 38 e 54 a 88 kDa. 

15 Na paiçlo gllcldlce do FML se dealaca a presença de 1Cl'llt de fucose a 471' de manose. 

Também foi posslvel observar a preHftllll de 3"" de gllcose, 12 'li, de galaclose, e xlloae 

em quantidade travo • 

A anMae de amlno6ddos do FMI. revelou a presença doa: acido gllümlco, alanina, 

acido ...,..UCO e gllclna, em quanUdade vnvela de 20 a 1Cl'llt, Slrina, hlstldlna, llslna, 

zo laucina, lbnlonlna, prullna e vallna, ante 10 e K, e llglnkla, melhlonlna, lsoleuclna, 

11rv11na a fenlalanlna, en1nt se a. 

O FML 6 olltldo a partir do extnllO aquoso de promaatlgolas de L. donovanl LD18 de 

aconlo com a seguinte melodologla: 

P- oblençlio de 11111111111 de c6fUlal, pramaatlgot8I de L. donovanl &lo lnocUladas em 

Z5 tuboe de IVlha conlendo melo de cullura blféllco apniprfado pa,a o Isolamento de 

úllllllmalle sp.: lftM ddn melo NNN: 37 gll Braln & He8lt IIIIUslon-BHI, 20 gll Aga I g/1 

de NaCI, a 10'11, de sangue delibrlnado de coelho (10'II,), e (IR lfgyfda : 37 gll BHI, 0.02 gll 
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6c:lclo f611co, e 0.01 gil hemlna, euplemaalado com 5 • 15~ de 1C1R1 fetal bovino. o 

cnaclmenlo celul• realiza se em estufa blol6glca, na lemperalura de 2NOOc. Ap6s 4-8 

dias slo allngldas COIICIIIIRjllea de 1o' a 1o8 pramasllgotaslm, e as c:uluras em fase 

exponenalal slo lranafeltdas para frasca8 Eder .... yar de 1L conlendo 200 a 400 mi de 

5 melo de cultunl monof6slco (fase liquida) e manlfdos IIOb agftaçlo por 4 a 8 dias. até 

allnglr uma concenbaÇlo de 1o8-1010. Estas cullura8, em fase logarflmlca ele c:resclmefllo, 

do entlo llanlferidaB para fnlscas Ertenmayer de 3L, contendo 1L da Maio de cultUnl 

monofdslco e mnlda nas condlçlles cladas até allnglr a fase asladon6ria aom 

COIICllllraçGes de promasllgalas de 101 a 1013 cêlula&lml. 

1 o A massa celular oblida 6 recolllda por Cllllflfugaçlo a 8000 o. 5-20 mln, lavadas 3 

vezes por centrlfugaçlo em saluçlo sallna de NaCI O.K e manlldas a ..2QOc 816 o 

momento da extração. 

Para oblençlo do exlrato aquoso, as c6lulas slo descongeladas, l9SIIIIIIPlllS8 em 

Agua destllada e mantidas IOb agllaçlo danlro de banho de gelo por 5-75 mln. A seguir, a 

15 suspenslo 6 canlrlfugada a 8000g por 5-20 mln, o solnnadanle 6 recolhido, enquanto o 

realcluo 6 re-exlraldo em condlçlles ldlnlcas. OS lllllnnadantea das duas exlraçlles slo 

aquecidos a 1CJ00c por 10-30 mln, para da8nahnçlo de proleEBI endOgenas, seguindo­

SI a canlrfl'Ugaçlo da ml&lunl a 48000 g por 10-25 mln. o realcluo lftdpltado 6 

desprezado 8 OI sobnlnadanle8 alo COIICllll1'8cl08 e llofllzados. 

20 A purillcaçlo Inicial do FMI. 6 reallzacla por aumatogralla ele gel Mraçlo em coluna de 

"Blogel P10" ele 100-200 mesh, aqullbrada e elulcla com Agua destllada e previamente 

calllrada aom "Blue cleldnln". os paris de elulçlo slo re•ados abav6s ele dosagens ele 

carbohlclanllo e prolalna das fraçlles elulclas. A CRNnalogralla 6 reallzacla a 20-3QOc sob 

um nuxo de 1-20 ml/h. 

25 O anUgano FML 6 colhldo no volume da exdualo da coluna, e a seguir lloflllzado; o 

HU grau da pulillcaçlo 6 avlclanclado alrav6s da dosagens qulmlcas, cromalografla 
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g6s/llqUlda dos seus derlvlldo& aldftol IICllfalos, sos-PAGE, e ELISA conlra 08 ICIRIII 

padr6es de Ululos oonheddos. 

Ap6s a canaclerlzaçlo, o antl(leno FIL é dlluldo de 8Cllfdo com o ol,feUvo do seu uso : 

leslell para lmunodlagn6allc especifico ou vacina para a Lelahmanlole Vlscenll. 

5 PML NO DIAGNOSTICO DA LEl8HMANI081! VISCERAL HUMANA 

Me o preaenle momento o dlagn6sllco da Lelllhmanloae Visceral Humana ou CalllZar e 

feito alravés de: 

• EXAME CLINICO, para ldenUllcaçlo dos sintomas compallvels com a doença: febre, 

emagnldlnenlo, llnfadenopalla, 8lnlomaB n,spkal6l1os, llepateaplenome, 

19•, hlpelgamaglobullnemla, caquexla e deprasslo da resposla Imune calul•. 
• EXAM: PARASITOLÔGICO, para pesquisa da preaença dos paraailas no malertal 

colhldo par bl6pela ele medula 6ssu eatemal ou femoral. O panialla ae aloja em 

macr6fagos e moil6cllos de baço, ffgado, lnfo11odoa e medula 61aea, e nlo pode ser 

detectado no sangue pedfêrtco. 

15 . • EXAME SOROLÓGICO para a pesquisa da nlcolpos especlflcol 81111-l.efshmanla par 

reaoDes de lmunolluorescln, a.ISA, ele. 

COnludo, todos os exames acima dtados apresenlam llmllaçllea, quais selam: 

• EXAM: CLINICO: Requer pn,llsslonals especlallzados capazes de discernir entre os 

alntomaa carac:lerflltlcoa da Lelshmanlose Vlacetal Humana e outras doenças perasUdas 

20 ~ de ocontnda fniqllenlemenle CIIIICllfflll8I em 6rw endlmlcas. os lllnals cllnlcos 

apanicem clanunenle quando • lnfecçlo J6 11 t1nco111ra em eallldo avançado, t1 quendo o 

lnltamenlo do paclenle debilllado t1 BOlrando a depresalo do lllalema Imune ca1118da pela 

ulshmanlose é de ellcAcla llmllada. Por oulnl lado, ficam aem dlagn6atlco lllll1ltlfllBOS 

CIBOB subcllnlcos ou precllnlcos, IIISUlantes da lnfecçlo mais atenuada ou rewnte, 

25 facllltando a dlfuslo da doença 111111 éntas endlmlcas. 

• EXAME PARASITQ.ÓGICO: TralHe da punção da medula 6ssea: colela do material 

par asplrllçlo, tlBÍftl8ll90 do llltlll'IIO saln llmlna, coloraçlo pelo m6lodo de Glemaa ti 
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Os IIOSII08 IUllllaclol com o antigano pwl,'1cado FML, clescdol a conllnuaçlo, 

demoalram pelo co.•Mo que o FMI. oblldo • palllr de ... cbtovanl ' capaz dlllgno&tlcar 

com alta _.llblllclade e espedllcldade as pade111es com Lelshmanlose Vlsceral 

Americana de dlV9188S nigllles do Elnl&II. Numa avallaçllo comparallva, o FM.. demo&ba 

5 ser portanlo um anllgeno mullo potenle e de can\lar unlvensal. 

Por oulro lado, comparando o ensaio ele B.ISA com a punção ele medula 6ssea, foi 

oblervado que 8918 dllima conffnna apenas OI CIIIIOS de l.ellhmanlose Vlsceral avançados, 

nlo podendo• ulllzada como Clllêlfo pragn6allco nem de avallaçlo ele cwa. 

AlraV6s do ensaio lmunoenzlméllco de "W8slem Elloll", foi purlllcada da L chagasl ume 

1 o fraçlo ele 83 kDa, com a qual aumenlam a senlllblldade do 8lll8lo de B.ISA. Nlo se 

anallsa 1111119 trabalho a 19811Yklade cruzada com 10R11 de Lelsllmanlose Teg1111181Uf', 

sendo esla multo provêvel ume vez que 8918 l'raçlo foi l9Cllr.'1eckla como um IIIIIRJ8dor do 

todo o QIMlo Uf8hmanla. Numa IIIIIClllicaçlo do ensaio ELISA, foi llllllzada piolefna A 

como 18Y81ador, comparando o exlrato bruto com ume prolelna de 83 lcDa AICOl1lbklanle 

15 na concentraçlo ele 1 Jllllpoço. A analise da especlfiddade do ensaio foi feita a respeito de 

Doença ele Chagas. Tuben:ulose e l.epra, pcrim nlo a respello da Lelshmanlose 

Tegumentar. 

Recenlemenle, ulllzando duas pRll8lnas recomlllnanles de choque 16nnlco H8P 70 e 

HSP 80, foram oblldos nllUllaclol ele baixa 1811111lvklada. 

20 Comparando com os 8ltlgenos semlpurillcados e l'8COll1lllnanl cllados previamente, o 

Fa ullllzado no mnmo ensaio de B.ISA apresenta alto& valores de especificidade e 

senslbllldade, dlsCllmlnanclo com l88IIIMÇ8 oa IORII de pac:lenl8s com Lellhmanlose 

Visceral clinica, subc:llnlca, pac:lentes curadoll e 80l'OI normais. Uma oulra Vanlegam do 

anllgeno FMI. 1111n lodo& os Ol1'RII c:ladoa, 6 o dlegn6IUco dlfenlndal ele Calazar, 

25 Doença de ChaO• e Lelshmanlose Tegumenlar. 

o FMI. agora descrito possua todaS as vanlagens que devem ser atrlbulclas a um novo 

IWlllgeno para clag11611llco de ume doença, tais como: 
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- Ser original, nlo exlallndo nenhum almllar no 11181C8do, ou em nlvel experimental, 

nacional ou lnlamaclonll. 

• Ser de cllagn6stico lipldo, PQlllllllllando a lellura ap6s s holas. 

• Ser de baixo custo. 

5 - 89' 1111 no cllag116sllco e progn6sUoo cio Lellhmnlose Vi&cenll em ..... llllmanoa, 

cllsUngulnclo tanto a doença ativa como a doença ptadlnlca ou subdlnlca, ou seja a 

'1.elahmanlolle lnfecçlo" da '1.elahmanlose doença" ou Calazar. 

• Ser IHII para o acompenhllllBllo cios tratamenlos clol peclllllles e como all6do de e1n 

da doença. 

1 0 • Ser esloc6vel em geladeira CGIIIUIII. 

• Ser de fllcil manlpulaçlo, nlo conlaminanle, nlo l6xlco ou lnlanle e nlo l9qU8l8lldo 

• Ser mulo polenle antlgenlcamente, etldenle no cllagn6111co em CCJ11C11111n191 multo 

baixas. de 2,5 mglml a 0.125 pgtpoço. 

1 5 • Ser de fêdl utllzaçlo em lnquêdoe eplclemlol6glco. 

• Apl9lenlar 1oo,(, de COfflllaçlo GDIII 08 dadoa cllnlcos cios paclenlel, p<0.01. 

- Aplesenlar 100% de 88fllllbllldede e 9~ de especlflddade no lmunocllagn6all cio 

Lelsmanlole Vi&cenll, cllallnguklclo- da Lelshmanlaee T811Uff1811W e Doença de Chagas. 

- De uso pollllGlal no CD1llnlle &Onll6glco da populaçlo de eles e c:anklaos, 18181Yaldrios 

20 nalunlls da doença nas.,.. 11Nlêmlcas. 

ANÃUS§ E ÇARAÇTERlZACÃQ QAS SlJ8fRACÕE§ QO FML; 

Enlnt III componenles cio FML. a gllcoprolelna de peeo molecular 38-lcDa, denominada 

GPH, foi ldenUllcada como o anllge\lo pnidomlnanle, ...-.'leclclo pelo IOl'O hlpettmune 

de coelho, procluzklo canlnl o FIL tolal (Figura 2). Ulllzanclo 8lle soro, alraris de ensaios 

25 de lmunoaglullnaçl e lmunoOuoresclnc, connnna-ae a pnisença da GPat na superffcle 

de LftlBhmanla donovenl LD1S, tanlo na folrna pnlllllSllgata como na fonna amastlgola 

(Flgin 3, Tabela S). 
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AnUcolpos monoclonals oblldos COlllla o FIL a partir de llnf6cllos de camundongo& 

lsoglnlcoa BALEllc racanheclm predamlnanlemenle a GPII. Doa 23 anUcoqlos de Upo 

lgG oblldos, 22 reagem exdullvame11le GC1111 a GPII, canllnnando a sua relevlnda 

alglnlca lambêm no alslema exper'.menlal do camundongo (Flaunl 4). A ah 

5 -utJllclade demosllada no lnllamenlo GCllll pellodato de Na, Indica a naiureza gllddlca 

de epftopos da GPII envolvldos na l98Çlo com •lllcalpa8 monoclonals, a11Uc11rpo AC 

E10, e conftnnam porlanlo a sua neknza gllcopnJlêk:a. Esta fiação ccn6m anlre os 

amlno-llcldos: enlnt 20 e 1ft de 6cldo glulAmlco, gllclna e 1181111a, enlnt 10 e K de 6cldo 

lllf)6ltlco, hlalldlna, alanlna, ttnonlna e leuclna, e en1n1 s e a vallna e laoleuclna • 

1 o Nlo exfsle l98llvldade auzada enlnt o FMI. e a gllcopnllelna 83, GP83, Isolada 

prevlamenle de Lmll,tlaJla. AnllcOlpos monoclonals especfflcos, IJl.3.2 e IJl.3.9, oblldos 

por David RusHII Clllllra a GP83, nlo dellenvalvem nentuna nteçlo GC1111 FML, nem no 

ensaio de Westem Blottlng, nem no de ELISA 0111lllklerado o mel& senslvel (Figura 4). Esta 

resullado e C118181U e pntVlalvel, consldarando os clfentntes m6ICJdos de exlnlçlo. A 

15 exlnlçlo aquosa do FML. lnc:lulndo dupla aquecimento a 100oc, pdvllegla oa a oblençlo 

dos gllcoconJugados cuja fnlÇlo gllcfdlca é nt8lslenle a 81118s condlçlles. 

Um segundo ClllllplllNlllle anUgênlco do FIL é a gllcopiotelna de 55 IIDa, ntconhedda 

por 7 anllClllpos monoc:lonals do Upo lgM e apenas 1 do llpo lgG. Esta fnlçlo cont6m entre 

os ánlncHcldos: entre 30 e 10.. de 6cldo glelémlco, gllclna, 6cldo ...,um e alanina, e 

20 enlnt 10 e 3'11, de lllAlonlna e serfna. 

8eguem • descdçlies dos m6ICJdos des8nvolvldos e lelllados no lmunodlagn6sllc da 

Lelshmanlose Vllcenll, ulllzando o FIL 

TESTE DE ELISA COM FMI. PARA IMUNODIAGN6sTlc ESPECIFICO DO 

CALAZAR: 

25 O potencial lmunodlagn6sllco do FIL no ensaio de ELISA, foi anallzado lnlclalmente 

uUllzando a c:oncenlnlçlo de 40 pglml. o teste dlaQ.,,állU os soros dos casas de 

Lelshmanlolle Vlacenll Humana ativa, conllnnadoa dfnlca. e parasllolaglcame, dos 
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SOR18 nonnals, 101011 de paclenles com Lelllvnanlole CUllnea e Muc:o-c:ullnea, e lOf'CIII de 

paclenles Chagêllcae de baixa, mêdla ou ala realtYldada (Tabela 1), AnUganos bnaloa ou 

1111111-pudftca do oomummante ullllzadoa na faixa da cancanlraçlo 2G-50 pg(ml, pcriln 

sando o FMI. um anUgano de um grau de pudllcaçlo maior, p!VClldemoa a Ulular o mnmo 

5 no slalema desClllo, na espedallva de dllennlna' a dole 6lfma para o IPNlo de ELISA 

A CDIIClllllrlçlo mlnlma Ideal do FMI. no 1eate de ELISA 6 2.5 pg(ml. Neala 

CIIIIC9lllraçlo, com mfnlmo gaslo de antigano, falam delecladal as maamas dlfere11ças 

enn oa sorva de pac:1en1es com lelllhmanlose Vl8C9ral ou T9QUlllllflla', com Doença de 

Chagas • SOf'Cl8 nonnals. 

10 A an6llsa subsaquenle (Tabela 2) de 155 amoatras de 11110B humanos pn,venlenles de 

6ntaa andlmlcas no Interior de estado de Alagoas ou apldêmlcas no Natal e no lntellor do 

Rio Grande do Nade, confirma que o leste da EUSA ulllzando 2.5 mgfml de FMI. como 

• os IOl'08 normais de 619a endlmlca e de -.a nlo a11dlmlca, 

15 • os soros de pacientes com a lelshmanlolle Vtacaral allva, conllnnado par exame 

parullol6glco a dlnlco, com reallvldada extremamente ala, 

• os 8CIIOS da ._ end6mlca de realfvfdade baixa, com pnJVff8I contato préYio com o 

paraslla a/Ou CID lllpllllllnea, 

• os 1111R1S de realtYldada mocleradamalu ala, da forma IIIIH:llnlca da Lel8tunanlo&e 

20 Vilcerlll, 

• OS IOIOII de pacialllas GUl8doa, 

• os SCIRIII de paclalUs com Lalshmlnlose Tegument•, 

• OI SOIOII da paclanlas com Doenpll de Chagas. 

o anUgeno FMI." moatra pallanlo um polenle reagente no dlagn6sllco, progn6sllco e 

25 8Y811açlo da CID da l.eflllmanlose Vlaceral humana ap6s tratamento, de f6cll utllzaçlo 

em teste rjpklo a 8CClflOmlco. 
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o anllgeno FMI. para cllagn6atlco pode ser astocado na solUçlo de 

ClllbonatcrnJlc de Na, pH 9,8, na PN•nça de llmerolol, 1:10000, em tubos de 

plllsllco de VGlume adequado, sem penler a alMdade. 

Para a ntallzaçlo do teste, as placas de mk:nllllulaçlo slo senslblllzadn com 

5 antigano, procedeildo se depois a elapas de bloquafo com PB8 0.018M, de pH 7,2, 

conlendo Mollco 1 .. , e 1waen 20'lli, seguidas de lncubaçlo com as dllu'9IIN apn,priadas 

de sonN1 lestes por 1h a 37oC, lavagens com PB8 e lncubaçlo com o conJuaado PRllelna 

A Peioxldue. Flnalme,118 a ntvelaçlo da ntllÇlo ae ntallza com OPD em lamplo dlralo­

Na PH 4,9 e a lelllSa vlsulll ou espac:bVfolom6lrlca das allsolblndu a 49211111. 

1 o AnêHse qualllallva do lnle ELISA com FMI. apie•llou 1111111 senalbllldada de 1CNnll e 

1111111 espec:lftcldade de '"'· 

Anllillse quanlllaUva do leste de ELISA. 

(1) P .. cada son, detennlna-se em lripllcalas o Ilbllll. lnvenlo da dltlma dllulçlo no 

qual se dalecla ablorblnda a 492 11111, e o illillll, soma das absolblnclas a 492 nm de 

15 Iodas as cllulçllea att o Ululo. Ambas as mecldas demolllraram ter uma conalaçlo com os 

dados dlnlcos com nlvel de llgnlftclncla de 100% com p<0.01 ( Tabela 2). 

(2) P .. cada son, delennlna-se, em lllpllcalas, a abeolblnc:la a 492 nm, das dllllçlies 

11100 e 1/400. Neste llpo de delermlnaçllo, que necessita menos Mllgeno, tempo e 

lrabalho, 6 pos&(vel dlsalmlnar com &egll'8IIÇII os aoros de padentes com a doença allva 

zo e IIOl'09 de paclenles subdlnlcos do n1111o cios 10R111 coc•o1es Ulllzados na padnlnlzaçlo 

(Tabela 2). 

A anéllse quantllallva do lesle ELISA com FIL apr988tlla 100% da seqslblldade e 9711» 
.. 

de eapeclllcldade. 

IMUNODIAGNOs'nco ESPECIFICO DA LEl8HMANIOSE VISCERAL HUMANA COM 

Z5 FML, PELO IET0D0 DE WESTERN BLOTTING: 

Na anêllse da ntalMdade de 110R1S humanos, em dllulçlo 1/50-11100, conlnl o FML 

usando 30 1111, oblelvlHIB que 11010S de padentes cocn Lelshmanlose Tagumenlar, mim 
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como alguns soros de doadonls nonnals, l8COl•'leclm no FIL a banda de 55 IIDa. Eata 

nialMdade lnelpeclllca aparece l8mll6m nos 1111n111 de pedentes com Calazar. 

A fraçlo GPN cio FIL é 111CC11lhllr:ldl iallcamlnle pelos IICll'08 de paçlenles com 

ca,aw, IOmando es1a gllcopluletna o anUgeno espec111co pana o dlagnOsllco do ca,azar 

5 em humanos (Figura 5). 

A fraçlo GPN do FMI. fal lambêm detectada como anllgeno CRUlanle no son, de 

hamsl819 CB lnfeclados com L. donoV8nl (LD1SJ. A ftlec9lo dellle anllgeno IIOI ICIIOS dos 

pacientes ou 8Nlll8ls lnfeclados por L. donovenl pode .,. pa11an1o utllzada como 

marcador da lnfecçlo allva, e usada no dlagn6aUco e no canlnlle sublleqllente da 01A 

1 o perasllológlca, mediania o uao de alllcolpos monodonals especlffcoe, ou SCIRl5 da alo 

lftulo de anllcorpos conlra GPH. 

CONCLUSÃO 

O FMI. E SEUS COt.FONENTES 8ÃO INSTRUMENTOS DE USO VALloslsslMO 

NO DIAGNósTico, PR0GNÔSTICO E AVALIAÇÃO DA CURA DA LEISI-NANIOSE 

15 VISCERAL NAS COMUNIDADES HUMANAS, DE USO POTENCIAL NA AVALIAÇÃO DA 

INFECÇÃO EM CANIDEOS E OUTROS RESERVATÓRIOS NATURAIS DA DOENÇA, E 

PORTANTO NO CONTROLE EPIDEMIOLÓGICO DESTA GRAVE DOENÇA DE 

INCID!NCIA CRESCENTE NO BRASIL 

FMI. NA PROTEÇÃO CONTRA A LEISHMANIOII VISCERAL: 

20 Lelshmanlose Vlsceral ou Calaz• 6 uma doença c:r6nlca e fnlqOentemenle falai em 

crianças e adulloe humanos jovens, se nlo balada ap6a o aparadmenlo dos alnlomas: 

feln, caquexla, HP!llesplenomegalla, hlpetgamaglobul, anemia, pançllopenla, 
' 

peldez, emagredmanlo, pulso rjpldo, mlcRlpoladenla, COfflllb9lleS resplrat6rias, 

hemonaglas fnlqllenles e lmunoeuplesslo calul.-. o aaenae causal da doeliça, ,.,,,,,,,,,.,,. 

2 5 donovani, desenvolVHe no lnlerlor de macr6fagos e mon6cb8 de baço, flgado, 

lnfonodos e medula 6ssea, na fonna amasllgola. 
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o tratamenlo da doeliça com qulmloladlplcos tem apnlllnlado cum crescenles de 

l'8llisltncla, que podem ser conelacklnadol lllnlo com ntalslêncla ao agente f*"'8co dos 

paraaltas, quanto com o eslado geral dellllhdo e a lmunolapresllo doa pac:lantes. Naste 

caso, a allamallva IIHllcada é o tratamanlo a base de lnledeuclna, embonl seja mullo can, 

5 a ainda 1111Uzado em caracter expertinlllllal. Concomllanlemanle, tem 8ldo nipoltado o 

lndlGe cnsce111e de ntalslêncla aos lnHllcldas na pcJplÃÇICI de mosqullos balSollis&lll'89. 

Por lodos estes faloles tem se regl&lrado um aumen1o 8lgnlllcatlvo de casas de&la doença 

no Brasll e no mundo. No Bnlllll, utas epld6mlcos IIIC8llles fonlm cleleclados, 

provavelmenle devidos ao llllenso cleanalamenlo que leva • mudança cio ec6lopo do 

1 o moequllo lranlmlssor, dai nas llantstadas • .,.. domlcllna ou perldomlcllaNs • 

A Olganlzaçlo Mlnllal da 88'1de nicamanda o clesenvolvlmenlo de esludoa de 

vaclnaçlo com can1ler lqllllle, na lenlaliva de caooular e emdcar esla doença. Para 

eale fim se faz necassArlo pRlleger a populaçlo humana e a de canldeos, reserval6dos 

polellClals na nabnza. 

15 No caso da Lelshmanlole Tegumenw, os esludos de vaclnaçlo, Inclusive com 

protocolos J6 aprovados para o uao em N_n111 humanos, 8llllo em feae avançada. Esla 

doença, mais branda que o Lelshmanlolle Vilcarall ou Cal-, é causada por 89P6cles 

dH'eretltes de Lellthmanla, com evoluçlo, palalogla e ieaposta Imune dlferenle. 

No caso da Lelshmanloee Vlsceral, pelo ccnraito, poucos slo os ealUdos de vaclnaçlo 

20 rvallzadoa até o pntaanle. Estudos e,cpedmenlala em camundongos Indicam que o uso de 

pani&llas mofloa, na presença dos adjuvanle&, AldUz o nlvel de lnrecçlo. ~emenle, 

utlllzando uma pratelna purlllcada de L donovanf, a "clp72", Jaffe e calabol'adllres 

obllvelam 81'11, de pni1eç1o na lnfecçllo de ligado de camundongos medida em LDU 

"Lelshman-Oonon Unis" de Slauber: tfl de amaallgolasf1000 lü:leos de c6lulaa do 

25 Clllllo X peso do CJllllo em mg). 

Compaialdo o modelo 8JCp8lfmenlal do camundongo BALBfc ao do hamlller na sua 

capaçidade de l9lll9duzlr o l.elshmanlosa Viloenll comD sa desenvolve em tl8l9S 
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humanN, obaervHB que O modelo do Clllllllldango nlo 6 8 lll8lhor eecolha, pela& 

8llglllnlesniz6es: 

• a lnfecçllo 6 bianda, OCllll9l1do o pico de lnfecçlo no ffgado com 15 a 30 dias ap6s a 

lnfecçlo. 

5 • a cura 6 esponllnea ap6a 30-50 dias. 

• a lnfqlo se desanvolve apenas no ffgado, ou apantClllldo apenas aos 45 dlaa no 

baço, nlo se dalac:lando OI paraallas na medula 6ssea. 

• a lnfecçlo uparlmenlal nlo se manltm no camundango, e a cada expartmento, os 

amaallgotas devem ser olAldos a partir de baços de hamllletS lnfectadoa. 

1 G No IIOl80 protocolo ele Yadnaçlo com FMI., ullllzamoa hamsl.el8 CB que dasenvolvem, 

na dose lnfeclante de1x 107, as~ manlfeslll9Des: 

- lnfacçlo Q18YI, com o pico de lnfecçlo no baço e ffgado OCOfflllldo anlre os 45 e 88 

dias ap6s a lnfecçlo ( Figura 8 e 7). 

• se nlo traladas. OI animais monm por C1U11 da doança, no quadro dlnlco 

15 samalhanle ao humano, 

• a lnfqlo 6 patenle em baço, ffgado e madula 6ssea e pode se manler por 

nlllferlncla ele amnlfgotas obUdos do baVo de hamaters Infectados. 

Por lodaa as raz6es ciladas, no IIOl80 ealUdo da vaclnaçlo ullllzamoa o hamsler CB 

como modelo exparlmanlal, saparando os gnipos.de machos e flmeas, pana poder aviar 

20 poaslvals diferenças devidas I Yarlaçlles hormonais. 

A dose lnfactanle ele 107 lllllllllllgola por via lnlracanllaca IIIOllrou ser a mais 

adequada, clalennlnando o aparec:lmenlo de parasitas em baVo e ffgado, enn 45 e ao dias 

ap6s a lnfecçlo (Figura 7) ele maneira S8llllllalle ao que aconlace em lllftll humanos. 

Observando O Clllldnallo dos paraallas neale8 6,glos f«an deflnldoa 08 tempos de 

25 20, 40 aeo dias como adequadas pana avalaçlodo efellode vaclnaçlo (Flglns a -11). 

A vadna FML contra o Calazar, foi latada em clvarsos nquamas. p.ex.: 3 doses 

lnlraparlloneals sen,anall, 2 doses lnlrapafllaneal saguldas de 3 endovanollas. A vadaçlo 
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do Ululo ele anticorpos oblfdos em v"'°8 esquemas da vaclnaçlo nlo foi lignlffcante, da 

lll8llefla que o esquema ele 3 do8es lnlaperllwals foi 8IICOlhldo como o mais eflc:lenle, 

ICDl16mlco e simples na aplca\:lo. 

o anUgeno FMI. para vadnaçlo 6 velcUlado em IIOluçlo salna merllolatada, solução 

5 da 11meroso11:10000 em NaCI o.e~. com PH 7.0 em frascol da vldlO da YOlume 4 mi. 

A vacm FMI. ullllzacla foi ClllllpOlla ele sofu9lo lllllna 811M de NaCI 0,8511,, contendo 

500 11111 de FML e 500 1118 de saponlna por mi. As soluçlles Uloque de FMI. e saponlna, 

ambos a 1 mg/1111 em sallna podem sar estocadas por mases em freezer a .2QO e. A 

vadna 6 aplicada em 3 dosta •11taperikNieals da FMI. (100 1118) e saponlna (100 mg) em 

1 o D,2 mi da salina, com se,tnga de 1 mi e agulla lnlrad6rmlca, uma dose por semana. A 

vacina FMI. eicpeslmenlada em animais nlo c:ausau 816 o pnisante llllnhum efeito colateral 

lndesej6vel. 

A YIIClne FMI. canll'II o Callzar 6 capaz Induzir pn,Ceçlo em hamslets CB, evidenc:lada 

noa animais vadnadoa e desalladoa aublequailemenl com 107 amallgalas por via 

15 lnlracanllaca. Os paramelros 9IIIIUlntell fonlm avaladoa: 

• kMbfçlp da ffllt'fl luHlw .,...,.-JQça PAI "*""' l'l'lloede'I· O efeito da vaclnaçlo 

se detecta no apaiec:l111e11to ele hlllade.moneaçlo poslUva (Figura 8), anUcorpos 

especlllcos anll-FML (FIOID 9) e lespoala prollferatlva de lllplen6c:llos de ba\l08 ao 

antigano FMI., ao Iludo da pnimasllgolas e ao ludo da amasllgalas (Flguni 10). 

zo • Pmlaclp nos ..,,. yadnadps , fQfffl1'edel axparjmenlBnente: ll8llas o efello da 

praleçlo foi observado a nlvel doa HQUlnles ~ 

• hlb'adennomtaçl IDR: a resposta se nallêm poslllva em mac:hDs • fêmeas, 

lndualve com 80 dias de lnfecçllo a clfMIIIÇII dos animais nlo vaclnadol nos quais se 

detec:ta lnlunoallupqsal e portanto a IOR 6 negativa (Flgln 8). 

zs • Respgsta ggN,-Uye 41 UPftnOdkll df bacp:. ao anUgeno de "8ado de 

pn,masllgolas. A prollfeniçlo 6 mullo mais lnl8flllll nos animais vadnadoe do que noe 

c:onlroles, l9l8Rlando a lmunossupl9Sllo (F.-a 10). 
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• Jfty1o da anpçgm. .... apU:fllL: no EUSA se obsetva um nlvel maior de ailllcorpo& 

especlflcol anfi.FML em todos os tempos, tanto em machol quanto em Nme• (Flgunl 9). 

OS •lmals vacinadas apesenlam anllcarpaa espacfllcos apds a vacinação e 8lllas de 

11919R1 lnfedados tllCP8(,menlal111enle. 

5 • LQU da lp;p; cancomlantemellle com • oulral variêvels, 116 uma cllmklul9lo do 

nlvel de lnfecvlo e alrazo do apareclmenlo da mesma nos animais vacinados a nispello 

dos controles (Figura 11). 

• LQU da ffpado; lamb6m se delecla clln*lulçlo e alrazo no apaeclmetllo da lnfecçlo. 

A an6llae eslall11llc:11 reallzada pelo m6lodo de nigra111lo mdlllpla, revelou uma alta 

1 o lllgnllk:lnGia, p<0.01, sendo o eftllo de pn,laçllo devido 8llfl8Clflcamen ao FML e nlo à 

oonlrllulçlo cio adjuvante saponlna p<0.01. 

A apllGaçlo ele vacina FML, no modelo expetlmenlal alUalmtttlle l'lllzado, demoalra 

pn,leçlo em tennoa de ratanlo e dlmlnulVlo da morllklade da doeliça, sem moslrar efelos 

colateralll lndesejêvels. A vacina FMI. 6 paltanlo um bom candldalo para ser Ulllzada na 

15 vaclnaçlo dos AISll'Yat6rlas de Calam' na lna llld6mlcll. Clell e roedores elo oe 

pllnclpals reservatddoll da malülla, COllllltulnda III an fonte de lnfecçlo para oe lnselos 

transmlsaants lleb6lomOII. EIISes lnlleloe lnftcfam.ae nos animais e llanllmllem a lnfec:çlo 

aos seres humanoll nos ambientei domlcPla • ou pelldomlclllana. A pn,leçlo de&tu 

animais redundara na pn,leçlo das comunldadell humanal, lamb6m cancldalllll poCenc:111111 

20 à vaclnaçlo com FMI. e/ou u w SUBFRAÇÕES campa11enles, canlflbulndo no canlnlle 
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Tabela (1) .e REATMDADE DE SOROS DE PACIENTES COM CALAZAR, 

LEISHMANIOSE CUTÃNEA E MUCO-CUTÃNEA COM FML, EM TESTE DE ELISA. (40 

pg.lml). 

SOROS TITlA.0 ANTI-FMI. 

12400 

400 

400 

200 

6400 

200 

200 

102400 

400 

200 

25600 

200 

200 
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Tabe(a(11)TESTE DE ELISA QUALITATIVO E QUANTITATIVO USANDO FIIL (2.5 

IJll/mll NO DIAGNÔSTICO ESPECIFICO E PROGNOSTICO DO CAI.AZAR HUMANO. 

ANÁLISE DA SENSITIVIDADE E ESPECIFICADE. 

Saro No.Cnoa Aba. 11100 Aba.1/400 

(SE) (SE) 

Normal 8 0.133 (0.008) 0.049 (0.007) 

Lei1h,lllniow Tegumentar 20 0.079 (0.016) 0.023 (0.005) 

Doença de Chagas 22 O 154(0018) 0.068 (O 007) 

Lei"1mlnloae Vilc. Curada 1 0.154 0.035 

Normal ( ... andamica) 45 0.120 (O 007) 0.032 (0.002) 

10 lrtennédio , ... endamica) 21 0.202 (0.0101 0.066 (0.004) 

15 

20 

25 

RealiYidade afta,.,.. aldamlca) 20 0.321 (0.025) O 145(0028) 

Leial 11• lioae Viac. aguda 18 0.499 (0.079) 0.206 (0.039) 

Po1et iclal diagn61Uco do FIIL no laste de micro-ELISA qualitativo. 

Soro No.CIIIO Tiler (SE) Score (SE) 

s 

Normal 8 1150 (338) 0.276 (0.021) 

LeiShmanlole Tegumenllr 20 710 (183) 0.168 (0.034) 

Doença de Chagas 22 1927 (239) 0.376 (O 044) 

Lelstma1iole Vise. CWada 1 1800 0.312 

Normal (W aidlmica) 45 610 (111) 0.227 (0.014) 

lnlenMdlo (W endamlca) 21 2905 (638) 0.457 (0.004) 

Raalividade al1a (na audalnica) 20 2760 (533) 0.907 (0.154) 

La1111,alklle Vllc. aguda 18 22400 (10823) 1.838 (0.237) 

PollliClal dlag,16111co do FML no lala de micro-ELISA quantllallvo. 

TESTE 

Quanlilalivo 

Qua111811vo1/100 

Qualitlllvo1/400 

SENSITIVIDADE 

100'1. 

100 'li 

97'11, 

ESPECFICIDADE 

97,. 

97 'li 

97'11, 

Ane1iN da IMIIIMClad8 a 8IPldftCldade no teste dlagnOsllm usando o FML 
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Tabe1a(Iit\1L0CALIZAÇÃO DO FMI. (GP31) NA SUPERFlcE DE PRO- E 

AMASTIGOTAS DE L dont1vMI (LD1S Suden) ATRAWS DE 

IMUNOFLUORESCtNclA COM SORO HIPERNUNE DE COELHO . 

Soros .,.....vi-. Parasi181 fixadas 

PRO AMA PRO AMA 
8aroA111-0P31 ... SclloF1uareacainldo 10'l400 12800 8192 1024 
Semaaro o o o o 
Solo Fluoreaclinado 10 10 10 10 

Solo de C08l1o preinule + Saio Flulnac. 400 400 32 16 
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1. ~ contendo fnl9llu de pramuUgolaa ou amaatlgolas de ,..,,,,,,,,.,., 

del1111111nado "Fucose Mannose Llgand" (FML), cam uso polenalal em lmunodlagn6IUco, 

lmunopnJleçllo ou lmunOterapla em humanos ou animais, as fraçlles sendo carac:1811zadas 

5 pelas seguintes pnipdadades: 

11) COmpoalos nallvos, prNlllllas em promasllgotas e/ou amasligolas de l.elshmanle, 

soklvals em égua, moalrando as bandas aaparadas em gel de pollacrllamlda na pnisança 

da SDS, sendo as pitnc:lpals da peso molac:ular aproximado da 94, 55, 43, 40, 38, 30, 23-

25, 20, 17, 14 11 9 kD, contando aproxJmadamanta 2ft de açucam IIIIUIRla, divididos em 

1 o 111'11, 11 fucoaa, 1'11, 11 xllo&a, 47'11, a mallOH, 12 'li, a galac:toaa, 30'II, de gHcoaa, 11 contando: 

entra 20 e 111'11, da acido glul6mlco, alanina, acido aspêltlco e gllclna, ena 10 e 5'11, da 

Sllflna, hlslldlna, lslna, lauc:lna, thl8Cllllna, pnillna e vallna, e entra 5 e a da llginina, 

mathlonlna, lsolauclna, linllllna e fllnllalanlna. 

b) CClmpollaa nallvoa de apnlldmadamenla 38 kD, IIIClllrando a l98Çlo positiva com 

15 C111811las para prollllnas e cadJohldralos, contendo entre 20 e 111'11, da 6cldo gluNmlco, 

glldna e serina, lllllnl 10 e 5'11, de 6cldo aspêdlco, hlslldlna, alanina, Unonlna e lauclna, 

entre 5 e 2'11, vallna e lsoleuc:lna, 11 -•'leddoa pelos - hlpedmUMS de -"-, 

camundongas. e hamsln e 110R111 da a11lmals e humanos lnfeGlados por Lelshmanls, 

Induzindo prollferaçlo da lnf6c:ltos da animais e humanoa Infectados por l.ellhmenle. 

20 e) Compostos naUvoa de llpRIXlmadamanl 55 kD, IIIClllrando a l98Çlo poalUva com 

corantes para prolefnas II carbohldraloa, contendo entre 30 11 111'11, de 6cklo gluliimlco, 

gllclna, 6cldo aspêrUco e alanina, anlre 10 11 3'11, de Unonlna e sartna, e AICllllhllcldoS 
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pelos soro& hlpedmunes de camundongos • hamaleis • 8CIRIS de animais • h­

lnlectados por Lefsf11na11/a. 

2. Uso das compoalç6es contendo fraç6es definidas na RIMndlcaçlo 1., na sua 

lotalldade ou qualquer das 8U8I llllblnlçOas. lldlclanadas ou nlo de valculoa 

5 fannacol6glcos edaquedas. paa IJl9Plll1IÇlo cll lUgllfttes usados em lmunodlagn6sUco ou 

acompanllamenlo de tralamenlo da Lelllhmanlose am hunalos ou animais. 

3. Uso das composk;IJas contendo fnlc;lles definidas na rafvlndlcaçlo 1., na 1118 

lolalklade ou qu.., das suas sublnlç6es. adicionadas ou nlo de veiculas 

fannacol6glcos adequados. paa prepaiaçlo de ntagenle usados am vaclnaçlo ou 

1 o qualquer oulRI lralamenlo visando a lmunopnJleçlo ela Lelslllnaniosa am animais ou 

humanos. 

4. Uso das CCIIIIPCIIIQlle CORlendo fnlc;lles dellnlclas na ntlv'oi1dlcaçlo 1., na sua 

lolaldacle ou qu.., das suas lllllfnlvlles, adicionadas ou nlo de veiculas 

fannacol6glcos adequados, para prepaniçlo de l98gllllas usados am vac:lnaçlo ou 

15 qualquer autro lratamenlo visando a lmunolenlpla da Lalllhlnanlase em •lmals ou 

humanos. 
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Figwa 1 FML E A ELUIÇÃO oulMlcA DA OPII. 

A • ISO 1111 de FML c:arado par Cooi•ule Blue R 

B • GP31 elulda com 1'11, da SOS em ,,. de carbonalo de sódio 
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Figura 2: DETl!CÇÃO DA GUCOPROTEM GP• GOMO MTD!NO PRINCl"AL DO 

FMI. ATRAW8 DO MêTODO DE WESTERN BLOTTING, UMNOO SORO 

HIPeRIMUHE DE COELHO 
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Figura 3 DElECÇÃO DA GI.ICOPROlEINA GPH DO FML NA SUPERFICIE OE 

PROMASTIGOTAS E AMASTIGOTAS DF. L dontwanl {LO IS Sudan) AlRA~S OE 

IMUNOFLUORESC~NCIA. 
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Figura 4. ANÃUSE DA REATMDADE DO FMI. COM ANTICORPOS MONOCLONAIS 

ATRAWS DO -.1000 DE WESTERN a.OTIING: 

A 150119 FML corado cam Coo11•1•1lle Blua 

B· 30119 FMI. • lflllcarpo monoc:lonll AC2Et0 (lgGt, -•,ecendo GP38 

C: 30119 FMI. • anllcarpo monoc:lonal CA2A9 ClvOt. -•11011• a banda da 55 kO 

D 30119 FML • anticarpo monadanal AC2D4 (lgMt, NICClllhacelldo a banda da 55 kD. 

E • J. 30 11D Fa + CA2D4 (lgG). Nae F • J, o algarlo lal prelratada com peirodato de 

sódio nae caucelraçiOn da o. t. t, 5, 10 a 20 mM. rt11pecllvam1111a. 
K. 30119 8"3 da L majar 
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Flgwa 5: NUNODIAONOSTICO ESPEclFICO DA LEISHMANIOSE VISCERAL 

HUMANA COM FMI. PElO MéTODO DO WE8TERH BLOTTING 

A. 1601111 FML caradoa com C-1lle Blue 

B. 301111 FNL com wo de lelll11•11oN VIIIClr8I (1:100t 

C. 301111 F-. cam ICIIO da llilhmanloN Muco-Qlllnn (1:50t 

D.30119 FMI. cam llll'O lunalO normal (1:100t 

E. 30 119 FNL de GPU de L"""na,lle me/OI. 
A Bela Indica a paslçlo dqa GPH. 
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LDU - figacjs" 
... .. .... .. .. .... .. . . 
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- 11111 CJ 11111 CJ - - 111111 

LDU - baco 

Flgg'a 8a EVOl.UÇÃO DA LEISHMANIOSE VISCERAL NO FloADo DE HAMSTERS 

INFECTADOS COM L dontwanl 40 fSJ SUden : EFEITO DE QUANTIDADE 

CRESCENTE DE PARASITAS. 

Figura 6tr EVOLUÇÃO DA I.EISHMANIOSE VISCERAL NO BAÇO DE HAMSTERS 

INFECTADOS COM L. dOllcw8nl 40 fS ~I EFEITO DE QUANTIDADE 

CRESCENTE DE PARASITAS. 

Valores de ,.elahman-banovan lfnb" em lanalar1 CB, machol e ftmees, após 

lnoculeçlo lr*ac.ardlace de 107 (HIM) e 1511 107 (150M) amallgoln 
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- IIIC- CJ FEIIEIS 
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71 1G 
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1000 

100 
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o 15 

- MACHOS CJ llll!AS 

Figura 7a: EVOLUÇÃO DA LE18HMAN1081! VISCERAL NO FIGADo DE HAMSlERS 

INFECTADOS COM 107 am11llgulas da LA*lln181"8 donovad fW tSJ SUdfll,. EFEITO 

DO TEMPO. 

Figura 7b: EVOLUÇÃO DA LEISHMANIOSE VISCERAL NO BAÇO DE HAMSTERS 

INFECTADOS COM 107 amaallgoln da lellhmanla danov8"' (lD ISJ SUdan · EFEITO 

DOTEMPO. 
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.. ,.20 - .. , • .a - ... .eo -

IDR - F"emeas 

lnl.20 - .. , • .a - lnl.lO -

CJ SAUIA - SANIIIIA/flll. 

Figura 8 INTRADeRMO-REAÇÃO EM HAMSTERS (24 ht, A • MACHOS, B • FlMEAE 

INDUZIJA PELA INOCULAÇÃO DO USADO DE . 107 PROMASTIGOlAS DE • 

danolianl (LO IS SudenJ, VACINADOS COM Fa E SAPONINA 
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Anticorpos antl-FML 
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Anticorpos anti- FML 
Hom1fw1 remeas 

N.fO Dias .. ,.,o_ ..,...,_ 

Figura 9 TITULO DE ANTICORPOS ESP&CIFIC08 ANTI-FIIL EM HAMSTERS 

VACINADOS COM RlllSAPOtlNA. ANTES E APÕS A INFECÇÃO COM L donovanl 

(LO 1SJ SUdan.· A• MACHOS, 8 • F~. 
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ProUferocoo de e1pl•nocllo1 •m resposlo 
oo rML - homalan mocho, lnlealodoa 

com L,donovanl 

lnt JG ••• 1n1 •o••• WIO-

KIOGO 

Prolll•rocoo de Hplenocllos em respoalo 
oo r11L - homslen lameoa inl9Clodo1 

com L,donovonl 

w.zo11a, w••- w.eo-

muuu, CJ- • _,,fUL 

Figura 10 PROLFERAÇÃO DE ESPlENÕCITOS DE BAÇO DE HAMSTERS 

VACINADOS COM FML, ANTES (A, E APÕ8 (B • MACHOS, C • F~S) A 

INFECÇÃO COM L. cA,nol'llfll (LD fSI Sudan 
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RESUMO 

Patente de lnvençlo: "Compollçlies COlllendo fraçlles nallvas de células de Lelllhmanla, 

denomlnadaa antigano FIL "Ligante de FUCC118 Manaee•, e do uso deste anllgeno FMI. e 

de auas tlllblraçlles e componentes: gllcopnllelnas de 36, 55 Kd, e oul188 pn,telnas, 

5 adldonad11 ou nlo ele vehlculos famacol6gk;oa, para n apUcavDea em lmunocllagn6aUc 

111P9Clllco da lelahmanlase vlscaral humana e IMIIII, e pera n epllcl\)ll8II em vaclnaçlo, 

tratamento ou lmunolerapl1 coma I lelsllmlnlo&e vlscanll hum1111 e canina. • 
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