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Relatério Descritivo

COMPOSICOES VACINAIS CONTRA LEISHMANIOSE E USOS

Campo da Invencéao

A presente invengdo refere-se a composi¢des de vacinas contra
leishmaniose. Mais especificamente a presente invengdo refere-se
preferivelmente a composi¢des de vacinas eficazes quando administradas

pelas vias de mucosa.

Antecedentes da Invencao

Leishmaniose - A Doenca

As leishmanioses sdo doengas causadas por protozoarios do género
Leishmania (familia Trypanosomatidae, ordem Kinetoplastida), que séao
parasitos intracelulares do homem e de outros vertebrados. Apés a penetragao
no hospedeiro através da picada da fémea do flebotomineo da subfamilia
Phlebotominae (géneros Phlebotomus no Velho Mundo e Lufzomyia no Novo
Mundo) infectada, os parasitos na forma promastigota metaciclica sao
fagocitados por macréfagos da pele e se diferenciam no fagolisosomo em
amastigotas, se multiplicam e promovem a lise dos macrofagos sendo
liberados e fagocitados por outros macréfagos. (Russel & Talamas-Rohana,
1991). ’

Clinicamente, as leishmanioses podem ser divididas em dois grandes
grupos: visceral e tegumentar. A leishmaniose visceral ou calazar é a doenga
mais grave, causada por espécies viscerotrépicas (L.(L.) donovani e L.(L.)
chagasi /L.(L.) infantum) que parasitam macréfagos do figado, bago e medula
6ssea. E caracterizada por hepatoesplenomegalia, febre, caquexia, anemia e
imunossupressao da resposta celular que pode levar a superinfec¢do e morte
na auséncia de tratamento. A leishmaniose tegumentar pode ser causada por
varias espécies diferentes de Leishmania, assumindo diversas formas clinicas

determinadas pela espécie do parasito e pela resposta imune do hospedeiro
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(Silveira et al., 2004). No Brasil, a leishmaniose tegumentar é principalmente
causada por trés espécies de Leishmania: L. (V.) braziliensis, L.(V.) guyanensis
e L (L.) amazonensis (Coutinho et al., 1987). Essas espécies sao capazes de
produzir a forma clinica mais freqiente da doenga, a leishmaniose cutanea
localizada (LCL), que ¢é caracterizada por lesGes simples ou muitiplas
localizadas. A lesao, geralmente indolor, desenvolve-se em Ulcera cutanea
com borda elevada e fundo granuloso limpo ou com pouca secre¢do, em
moldura, acompanhada ou ndo de linfadenopatia local (Herwaldt, 1999). A
LCL apresenta boa resposta ao tratamento com antimoniais e pode também
evoluir para cura espontanea em até 50% dos casos (Grevelink & Lerner,
1996). Dependendo da espécie e da resposta imune do hospedeiro, a LCL
pode evoluir para outras formas clinicas: a leishmaniose mucocutdanea (LMC) e
a leishmaniose cutanea difusa (LCD). A LMC é associada a L. braziliensis na
maioria dos casos e esta forma da doenga também se inicia com uma simples
Ulcera na pele que pode curar apés um curto periodo de tratamento, mas em
alguns meses ou anos, novas lesdes podem aparecer na mucosa nasal e
progressivamente destruir os tecidos do nariz e da boca. Esta forma

mucocutanea € caracterizada por baixo numero de parasitos no local e alta

resposta imune celular. A LCD é a forma anérgica da leishmaniose .

tegumentar. No Brasil, esta associada principalmente a L. amazonensis
(Lainson, 1983) e é caracterizada por les6es muitiplas nao ulceradas contendo
alto nimero de parasitos e baixa ou inexistente resposta imune celular. A
resposta a terapéutica na LCD € mais dificil que nas outras formas clinicas e
as recidivas sao frequentes.

A leishmaniose é endémica em diversas partes do mundo com uma
populagao de risco estimada em 350 milhdes de pessoas, com incidéncia de 2
milhdes de novos casos por ano e uma prevaléncia de 12 milhées de pessoas
(WHO, 1995). Mais de 90% dos casos de leishmaniose visceral no mundo
ocorrem na India, Sudao, Brasil e Bangladesh. Ja os casos de leishmaniose
cuténea sado encontrados principalmente no Ird, Arabia Saudita, Brasil, Peru e
Afeganistdo (WHO, 1995). No Brasil, sdao observadas situagoes
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epidemiolégicas distintas: uma, de doenga ligada a florestas, aumentando sua
incidéncia apés desmatamento, com vetores e reservatoérios silvestres, sendo
considerada uma doenga ocupacional com maior incidéncia em adultos do
sexo masculino que trabalham na area de risco. Esta € a situagao
epidemiolégica atualmente predominante na Amazénia. A outra é relacionada
a transmissao domiciliar e peri-domiciliar por espécies de vetores adaptados ao
ambiente modificado pelo homem e reservatérios representados por animais
domésticos, principalmente cdes. Neste caso, a incidéncia é equivalente nos
dois sexos, em todas as faixas etarias e é caracteristica da situagado atual na
regiao Sudeste.

Tratamento

De acordo com a Organizagao Mundial da Saide (OMS) os antimoniais
pentavalentes, utilizados na clinica médica ha 60 anos, sdo os farmacos de
primeira escolha para tratamento da leishmaniose. Entre eles estdo o
estibogluconato de soédio (Pentostam) e o antimoniato de meglumina
(Glucantime). O esquema de tratamento recomendado pela OMS em 1984
para o calazar, € de 20 mg de Sb/Kg.dia/im ou iv, com a dose maxima diaria de
850 mg de Sb por, no minimo, 20 dias e até 2 semanas ap6s a negatividade
soroldgica. Para a leishmaniose cutdnea, a recomendagéo é de 10-20 mg de
Sb/Kg.dia por 20 dias seguidos, caso ndo haja melhora da ferida 3 meses apés
o término do tratamento, o mesmo devera ser repetido por igual peh’odo (20
dias), apenas uma vez. Para a mucocutanea, o tratamento é de 20 mg de
Sb/Kg.dia durante 30 dias, com repetigdo do tratamento por igual periodo caso
nao haja melhora da ferida 3 meses ap6s o o tratamento inicial. A eficacia
terapéutica é geralmente alta se este regime é adotado, no entanto este
tratamento apresenta uma série de inconvenientes:

® a terapia € longa e requer monitoramento em centros de atendimento
médico, 0 que aumenta a evasao ao tratamento e o custo (Walton, 1987);

® embora muitas falhas possam ser atribuidas as reinfecgbes ou as

variabilidades individuais (farmacocinéticas ou imunolégicas), a resisténcia aos
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antimoniais em algumas areas endémicas tem sido reportada (Lira et al,
1999),

® o tratamento é quase invariavelmente acompanhado de efeitos
colaterais incluindo cardiotoxicidade e hepatotoxicidade (Berman, 1988;
Hepburn et al., 1994).

Em pacientes com problemas cardiacos ou que néo respondem aos
antimoniais, o tratamento de segunda escolha é a Anfotericina B que é
administrada através de infusdo endovenosa, produz febre, calafrio e dor nas
articulagdes, além de severa nefrotoxidez (Berman, 1997). A necessidade de
desenvolver formulagées menos toxicas de anfotericina B levou a trés novas
formulagdes: a anfotericina B lipossomal (AmBisome), a dispersao coloidal de
anfotericina B (Amphocil) e o complexo lipidico de anfotericina B (Abelcet). De
uma maneira geral, essas formulagbes sao bem captadas pelo sistema
reticuloendotelial, onde os parasitos residem e sao fracamente captadas pelos
rins, o principal alvo de toxidez organica.

O principal avango no tratamento da leishmaniose nos ultimos anos
ocorreu com a descoberta do efeito terapéutico da Miltefosina. Trata-se de
uma fosfocolina administrada por via oral, desenvolvida inicialimente para o
tratamento do cancer. Porém, a toxicidade nas doses terapéuticas
necessarias para combater essa doenga limitou os testes clinicos para o
cancer. Por outro lado, a Miltefosina mostrou atividade contra Leishmania
donovani e foi licenciada pelo governo indiano em margo de 2002 (Davies et
al., 2003). Embora a Miltefosina represente um marco na luta contra a
leishmaniose, sendo o primeiro medicamento de administracao oral, ela produz
efeitos desagradaveis na maioria dos pacientes tratados. Levantamentos feitos
durante os estudos clinicos revelaram que 60% dos pacientes relataram
sintomas gastrointestinais, como nauseas, vémito e diarréia (Jha et al., 1999) e
seu efeito sobre L. amazonensis ainda nao foi avaliado. Estudos recentes na
India indicam uma melhora na tolerancia a miltefosina em criangas e adultos
com leishmaniose visceral (Bhattacharya et al., 2004).

Aspectos Imunolégicos da Leishmaniose
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A leishmaniose cutdnea murina € um modelo para a doen¢ga humana
que € de grande importancia, nao s6 pela estreita correlagdo com a doenga
humana, mas também por ser um modelo interessante para o estudo de
diversos aspectos da resposta imune celular.

Os linfécitos T CD4" murinos, através do padrao de citocinas secretado,
podem ser classificados em pelo menos duas subpopulagées: T “helper” 1
(Th1), que produz IFN-y e Th2 que produz IL-4, IL-5 e IL-10 (Mosmann &
Coffman, 1989). Em modelos murinos de leishmaniose cutdnea causada por L.
major, linhagens de células protetoras apresentam propriedades Th1 e
linhagens de células exacerbantes apresentam propriedades Th2, com
diferentes efeitos no resultado da infecgdo. O balango entre esses dois sub-
grupos resulta na maior susceptibilidade ou resisténcia na leishmaniose
experimental (Scott et al.,, 1988). Diferentes cepas de camundongos possuem
graus variados de susceptibilidade a uma determinada espécie de Leishmania
(Modabber, 1989). Por exemplo, camundongos BALB/c sdo altamente
susceptiveis a infec¢do com L. major e L. amazonensis, enquanto outras
cepas, como C57BL/6, C3H, CBA, entre outras exibem variados graus de
resisténcia a doenca.

Camundongos BALB/c infectados com Leishmania major apresentam
uma forte correlagdo entre susceptibilidade e desenvolvimento de lesdes e
uma resposta imune tipo Th2. Essa resposta aberrante esta correlacionada
com a rapida producgéo de IL-4 por células T CD4" VB4 Va8 (Launois et al.,
1997). Essa peculiaridade dos camundongos BALB/c é devida a proliferagao
desses linfocitos T CD4" produtores de IL-4 responsivos a proteina LACK
(Homéloga de Leishmania de Receptores de Proteina Quinase C Ativada)
presente em bactérias da flora intestinal destes camundongos e que também
esta presente nas diferentes espécies e formas de Leishmania. Gera-se,
entdo, uma reagao cruzada destes linfécitos de meméria com a Leishmania,
resultando na forte e precoce produgdo da citocina IL-4 (Julia et al., 2000).
Essa produgdo precoce de IL-4 é precedida pela rapida expressao de
transcritos de RNA mensageiro (mRNA) para IL-4 nos linfonodos de
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camundongos BALB/c 16 horas apoés infec¢do subcutdnea com L. major
(Launois et al.,, 1999). Como a susceptibilidade de mamiferos a patégenos
intracelulares é determinada durante a transigéo inicial da imunidade inata para
a especifica (Fearon & Locksley, 1996), esses camundongos adquirem esse
fendtipo caracteristico de susceptibilidade. Por outro lado, a IL-4 nem sempre
esta associada a expansado de células Th2. IL-4 presente em concentragbes
locais relativamente altas e durante a ativagdo inicial de células dendriticas
pode levar ao fenétipo de resisténcia em camundongos normalmente
susceptiveis a L. major por levar a diferenciagdo dessas células em células
dendriticas produtoras de IL-12, citocina importante na diferenciagdo de
linfocitos virgens em linfécitos Th1 (Biedermann et al., 2001). Os macrofagos
possuem uma fungao central na leishmaniose, onde sdo importantes néo s6
como células hospedeiras dos parasitos, mas também como células
apresentadoras de antigenos estimulando células T especificas, (Solbach et al,
1991; Sunderkétter ef al, 1993). As citocinas liberadas pelas células T ativadas,
por sua vez, regulam positivamente (ex: IFN-y) ou negativamente (ex: I1L-4, IL-
10 e IL-13) a atividade microbicida dos macréfagos (Zurawski & Vries, 1994)
que sao as células efetoras finais, responsaveis pela eliminagdo dos parasitos.
A ativagcao dos macréfagos desencadeia a produgédo de éxido nitrico (NO), que
junto com o estresse oxidativo € um importante mecanismo na destruicdo dos
parasitos intracelulares (Liew et al., 1990 e 1991; Stenger et al., 1994). A |L-10,
apesar de ser uma citocina inibidora de mecanismos microbicidas dos
macréfagos, ndo é uma mediadora dominante na susceptibilidade de BALB/c a
infecgdo por L. mexicana ou L. amazonensis, mas tem papel importante na
regulacdo do desenvolvimento de resposta Th1 protetora e, se neutralizada
juntamente com a IL-4, leva a uma resolugéo efetiva da doenga (Padigel et al.,
2003). Por outro lado, sua elevada produgdo no inicio da infecgdo se
acompanhada da inibigdo da produgao de IFN-y pode contribuir para que a
resposta seja direcionada para o tipo Th2 em camundongos BALB/c infectados

com L. major (Chatelain et al., 1999).
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O papel das células CD8" na infecgdo murina ja foi sugerido em varios
trabalhos (Muller et al., 1991; Conceicao-Silva et al., 1994). Foi demostrado por
Titus et al. em 1987, que a deplegéo destas células durante o curso da leséo,
leva a exacerbagao da doenga tanto em camundongos susceptiveis quanto em
camundongos resistentes. Em animais relativamente resistentes (C57BL/6)
infectados com L. amazonensis, a deplegdo das células CD8" levou a redugéo
de 77% do IFN-y. No entanto, quando foram depletadas as células CD4" a
produgdo de IFN-y foi praticamente nula (Chan, 1993). Estes dados sugerem
que ambas as células, CD4" (Th1) e CD8" (Tc1), sdo importantes na produgéo
de IFN-y e na cura da doenga nos animais resistentes.

A presenga de células T regulatérias CD4°CD25" tem papel fundamental
no controle da resposta contra a Leishmania, podendo levar a persisténcia do
parasito por tempo prolongado associada a resisténcia a re-infecgdo (Belkaid
et al, 2002). Em camundongos susceptiveis, essas células suprimem a
resposta Th2 exacerbada, enquanto que, em camundongos resistentes, elas
controlam a resposta Th1, permitindo a sobrevivéncia do parasito e a
manutengédo da meméria imunolégica (Aseffa ef al., 2002; Belkaid, 2003).

Leishmaniose humana

No homem a dicotomia das células CD4" em células Th1 e Th2 n&o esta

completamente estabelecida. Entretanto existem evidéncias de que células T
CD4" humanas tém padrdo de citocinas e fungdes que sdo comparaveis as
células Th1 e Th2 de camundongos (Kharazmi ef al, 1999), inclusive em
resposta a antigenos de L. major e L. donovani (Kemp et al., 1998; Kurtzhals et
al., 1994). Como nos camundongos, em humanos o espectro de citocinas
tipicas de células Th1 é geralmente induzido em resposta a uma série de
patdgenos intracelulares (Yamamura et al., 1991), enquanto que as citocinas
de celulas Th2 sao induzidas em resposta as doengas alérgicas e as infecgdes
por helmintos (Limaye ef al., 1990; Maggi et al., 1992). ’
Pacientes com a forma mais benigna da leishmaniose, a cutidnea
localizada, tendem a ter altos niveis de IFN-y, enquanto que pacientes com a

forma cutdnea difusa tendem a ter altos niveis de IL-4 (Kemp et al., 1996).
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Pacientes com leishmaniose mucocutanea também apresentaram altos niveis
de IFN- y (Bacellar et al, 2002). O curso da leishmaniose em humanos, como
em camundongos, depende do balango Th1/Th2, mas a matua inibigado néao é
tao marcante como é no modelo murino de infecgdo com L. major (Kemp et al,
1996).

O aumento da proporgéo de células T CD8" sobre T CD4" em pacientes
com leishmaniose cutanea apés o sucesso do tratamento com antimonial (Da-
Cruz et al, 1994) sugere que as células T CD8" humanas tém uma
participagao na resposta imune protetora contra a leishmaniose.

Vacinagéo na Leishmaniose

Como ja comentado, a quimioterapia na leishmaniose ainda apresenta

varios problemas. O controle dos insetos vetores pelo uso de inseticidas,
mesmo sendo eficaz no domicilio e peri-domicilio, ndo é viavel em larga escala
por motivos ecolégicos e econémicos (Young & Arias 1991). O controle do
hospedeiro reservatério & dificil, pois alguns sao silvestres (Ministério da
Saude, 1994). Por todos estes motivos, o desenvolvimento de vacinas
preventivas contra a leishmaniose € altamente desejavel. Este objetivo tem
sido perseguido ha varias décadas, mas até hoje ndo ha uma vacina aprovada
para uso clinico.

De uma forma geral, as vacinas podem ser classificadas em vacinas de
primeira, segunda e terceira gera¢do. As vacinas de primeira geragao, as mais
antigas, sao compostas de microorganismos mortos ou atenuados, ou ainda de
misturas nao caracterizadas de antigenos. Na leishmaniose, até mesmo
parasitos infectantes vivos ja foram e ainda sao utilizados, como no caso da
leishmanizagdo no Oriente Médio, onde promastigotas de L. major séo
injetados em locais do corpo normalmente nao expostos a fim de evitar o
estabelecimento da infecgdo em areas expostas como a face. Uma vacina de
12 geragdo bastante estudada em humanos é a Leishvacin®, uma vacina
polivalente, contendo lisado de promastigotas de varias espécies (L. major, L.
guyanensis, L. amazonensis, L. mexicana). A Leishvacin® foi desenvolvida no
Brasil pelo grupo do Dr. Wilson Mayrink e produzida a partir de 1991 pela
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BioBras em Montes Claros (MG) mas sua produgao industrial foi recentemente
descontinuada. Foram efetuados estagios clinicos de Fase |, atestando sua
seguranga (Marzochi et al., 1998) e de fase Il, atestando sua imunogenicidade
(de Luca et al., 1999), mas sua eficacia ainda nao foi estabelecida e esta em
testes clinicos no Brasil, Colémbia e Equador (OMS, 2001). Além disso, é
possivel que a imunogenicidade do préprio teste de Montenegro (de Luca et
al., 2003) possa ter interferido na avaliagao da eficacia da vacina (Antunes et
al., 1986). Surpreendentemente, a versao simplificada da vacina polivalente
(composta somente por L. amazonensis), administrada por via s.c. em
macacos, exacerbou a infecgdo subsequente com L. amazonensis, sé
mostrando alguma prote¢dao quando administrada junto com IL-12 e alumen
(Kenney et al, 1999). No entanto, esta versdao univalente da vacina tem
apresentado bons resultados como imunoterapico quando associada a
antimoniais pentavalentes (Machado-Pinto et al., 2002).

As vacinas de segunda geragéo, ainda em fase experimental, podem
ser divididas em 3 categorias de acordo com a sua composigao: vacinas vivas
geneticamente modificadas, subunidades definidas e fragdes brutas. Vacinas
vivas incluem promastigotas de Leishmania geneticamente modificadas que
causariam uma infecgdo abortiva, como um clone de L. major do qual foi
removido o gene para a proteina diidrofolato redutase/timidilato sintetase (Cruz
et al, 1991), que induziu prote¢do parcial em camundongos BALB/c contra
infeccdo por L. major (Titus et al., 1995). Entre as vacinas com subunidades
definidas, além do antigeno gp63 que tem sido estudado mais extensivamente
(Russo et al.,, 1991), tem-se ainda o LelF, analogo recombinante da proteina
ribossomal eucariética (Sheiky et al., 1994). Entre as fragbes brutas, o FML,
ligante de fucose e manose de L. donovani induziu protegao na infecgao por L.
donovani, levando a redugdo da carga parasitaria e de sinais clinicos da
doenga em camundongos (Santos et al, 2002 e 2003) e em caes (Borja-
Cabrera et al, 2002 e 2004) e estd atualmente sendo produzida

industrialmente para aplicagéo veterinaria contra o calazar.
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As vacinas de terceira geragdo sdo as chamadas vacinas génicas, onde
genes que codificam antigenos potencialmente imunizantes, sdo carreados por
plasmideos. Em fase experimental estdo alguns estudos, como: LACK-DNA
administrado por via s.c. que protegeu camundongos BALB/c contra L. major
(Gurunathan et al., 1997), P4/IL-12 DNA administrado por via i.m. que protegeu
camundongos BALB/c contra L. amazonensis (Campbell et al., 2003), o
coquetel de DNA codificando LACK, LmST11 and TSA por via i.d., im. e s.c.
que protegeu camundongos C57BI/6 contra L. major (Mendez et al., 2002).
Uma caracteristica importante dos plasmideos & a presenca de sequéncias
nucleotidicas especificas que tém papel critco na imunogenicidade das
vacinas: as seqlUéncias Citosina-fosfato-Guanosina Oligodeoxinucleotideo
(CpG ODN) flanqueadas por regides compostas de duas purinas em 5’ e duas
pirimidinas em 3’(Gurunathan et al, 2000). Tais sequéncias sao normalmente
nao metiladas no plasmideo, ao contrario das mesmas nas células eucariotas,
e sdo 16 a 20 vezes mais comuns em bactérias se comparados com
mamiferos. Elas se ligam ao Receptor Tipo Toll - 9 (TLR-9) presente em
macréfagos e em células dendriticas (Medzhitov, 2001) o que permite que elas
ajam como importantes adjuvantes nos processos de vacinagao que visam o
direcionamento de resposta Th2 para Th1, pois elas induzem a produgao de
IFN-y e IL-12 e o decréscimo de produgdo de IL-5 (Klinman et al., 1996).
Também incluida nesta categoria estao as bactérias e os virus recombinantes,
que carregam antigenos de Leishmania que tém sido testados em modelos
animais. Este € o caso do gene da protease de superficie gp63 de L. major
expresso em Salmonella typhimurium e do virus vaccinia expressando o gene
de gp46/M-2 de L. amazonensis (Yang et al., 1990 e McMahon-Pratt., 1993).

A abordagem empirica usada nas vacinas de primeira geragéo
(parasitos mortos) tem fornecido um grande namero de informagdes sobre a
reatividade de humanos a vacina. De fato, s6 esses tipos de vacinas até agora
atingiram niveis de estudos detalhados de segurancga, eficacia e testes clinicos
em humanos (OMS, 2001) .
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Contudo, um caminho diferente para a geragao de imunidade protetora
usando vacinas tolerogénicas pode ser vislumbrado, onde o silenciamento de
uma populagdo deletéria é suficiente para permitir que o resto do sistema
imune funcione de maneira protetora. De fato, foi demonstrado também que a
tolerizagcédo das células T parasito-especificas pode também ser induzida na
periferia apés administragdo nasal de 12ug de Ag LACK de L. major conjugado
a subunidade B da toxina colérica (CTB) (McSorley et al, 1998). Este
tratamento retardou o crescimento da lesdo nos camundongos infectados e foi
associado com a diminuicdo da resposta proliferativa ao LACK. O mais
importante é que este tratamento reduziu em quase 1000 vezes a carga
parasitaria na pele e nos linfonodos drenantes do animal infectado. Tentativas
do mesmo grupo em induzir protecdo por tolerancia oral com LACK néo
tiveram sucesso, uma vez que uma dose de 8 mg de LACK recombinante sem
adjuvante néo alterou o curso da infecgao com L. major

Sistema Imune Associado as Mucosas

A maioria dos antigenos ganha acesso ao corpo através de uma
superficie mucosa como o trato gastrintestinal ou respiratério. Com isso, as
mucosas tém associado um sistema imunolégico grande e complexo,
anatdmica e funcionalmente distinto daqueles encontrados em outras regiées
do corpo no que se refere a processos especializados para captagao de
antigenos, transporte, processamento e apresentagdo dos mesmos, assim
como em relagdo aos mecanismos imunes efetores especializados, como a
producgao de IgA secretéria.

O sistema imune das mucosas compreende os elementos linféides
associados com uma superficie interna do corpo, como o trato gastrintestinal
(Gl), tratos respiratorios inferior e superior, e trato urogenital. Neste estudo
iremos nos concentrar na imunidade da mucosa intestinal e nasal, uma area
que tem recebido maior atengcdo dos imunologistas e tem possibilitado
significativas descobertas.

a) Tecido linféide associado & mucosa intestinal
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O tecido linféide associado ao intestino (GALT em inglés) & composto
de: placas de Peyer (PP), linfonodos mesentéricos (MLN), e um grande
numero de células linféides espalhadas pela lamina prépria e epitélio intestinal.

As PP tém a aparéncia anatdémica de um 6érgao linféide secundario
classico, com areas de células B e T claramente definidas. Elas estdo na
submucosa separadas do lumen intestinal por uma unica camada de células
epiteliais cubicas, o epitélio associado ao foliculo (FAE). Além dos enterécitos
convencionais, esta camada epitelial contém ceélulas linfoides de todos os

tipos, assim como uma populagao de células epiteliais especializadas (células

‘M), cuja fungao parece ser a captagao e o transporte de antigenos nos tecidos

linféides. As PP sao os principais sitios para o priming de células T e B no
intestino e acredita-se que para indu¢do de imunidade ativa no intestino,
antigenos do lumen devem ganhar acesso ao GALT via células M no epitélio
das PP. Ao contrario dos enterécitos, células M n&do tém microvilosidades, mas
sd0 cobertas por reentrdncias nas quais 0os microorganismos e materiais
particulados podem se ligar preferencialmente, promovendo um estimulo mais
eficaz para indugdo de uma resposta imune local, bem como uma resposta
sistémica. As células M nao expressam MHC |l e ndo podem processar
antigenos, com isso, eles sdo liberados intactos para APCs profissionais que
sé&o abundantes no FAE e na PP. Drenando as PP via vasos linfaticos estdo os
linfonodos mesentéricos (MLN) que sao idénticos em toda estrutura aos outros
linfonodos periféricos (Mowat & Viney, 1997).

Ao contrario das PP e MLN que agem como sitios indutores, os
linfocitos da lamina propria e os linfocitos intraepiteliais (IELs) sdo os
componentes efetores da resposta local atuando para gerar imunidade
disseminada através de todo o intestino. Apés a estimulagdo antigénica nas
PP, as células B e T ativadas saem da PP via linfaticos eferentes e chegam a
circulagcao sistémica através do ducto toracico. Estes linfocitos, entdao, entram
nos sitios efetores como a lamina prépria dos tratos Gl, respiratorio e
reprodutivo, onde estas células sao seletivamente retidas. A lamina prépria

contém muitos componentes do sistema imune, com grande numero de ceélulas
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B, plasmadcitos, macréfagos, células dendriticas e células T CD4" (maioria) e
CD8". Em humanos como em camundongos praticamente todos os IELs s&o
CD8" (80%). Ao contrario das células T do sangue, a maioria dos IELs com
TcRys" e muitos com TcRap” usam o homodimero CD8aa ao invés do CD8ap,
e se desenvolvem nas mucosas sem passar pelo timo (Mowat & Vinney, 1997).
Em animais normais, tanto os IELs TCRys® quanto os of’ expressam
receptores de células NK e sao potentes efetores citotoxicos capazes de matar
células alvo (células epiteliais parasitadas ou infectadas por virus) por
secrecdo de perforina e/ou Fas/FasL (Guy-Grand et al, 1996) e podem
secretar IFN-y. Em roedores, especialmente animais jovens, as células T
TCRy8" predominam enquanto que em humanos, exceto na doenga celiaca,
as células T TCRy3" sdo mais raras (< 10%). Estudos recentes tém sugerido
que células T TCRy8" tém um papel importante na regulacdo da resposta
imune nas mucosas e na tolerancia sistémica, mas seu mecanismo de agao é
pouco entendido. Depleg¢do in vivo com anticorpos especificos para TCRyd
inibe a indugéo de tolerdncia em camundongos tratados com OVA (Mengel et
al., 1995), reverte a tolerancia a enxertos induzida pela imunizagdo pela veia
porta (Gorczynski et al, 1996) e induz deficiéncias na tolerancia oral (Ke et
al. 1997).

Alguns estudos tém demonstrado que pequena quantidade de antigeno
intacto pode atravessar as células epiteliais intestinais e chegar a [amina
propria, linfonodo mesentérico e veia porta (Cornell et al, 1971 e Warshaw et
al, 1971). A quantidade de Ag administrado oralmente que pode ser
sistémicamente absorvido na forma nativa tem sido estimada em 2 % (Mowat
et al, 1987 ). Portanto, é possivel que estes Ags possam chegar diretamente
aos tecidos linféides distantes e serem apresentados por APCs residentes,
sendo que o figado & o érgdao que primariamente recebe os antigenos
absorvidos pela mucosa intestinal. A importancia do sistema imune de mucosa
intestinal na resposta a antigenos administrados pela via oral poderia portanto

ser avaliada pela administragao de antigenos pela veia porta.
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b) Tecido linféide associado 8 mucosa respiratoria

O sistema imune associado ao trato respiratério superior e inferior &
composto por tecido linfoide associado ao nariz (NALT em inglés) e aos
brénquios (BALT em inglés), linfonodos drenantes (linfonodos cervicais),
epitélio respiratorio e logo abaixo, um tecido conectivo contendo células
imunocompetentes (Davis, 2001). Assim como o GALT, o NALT e o BALT,
possuem também células M e IELs, sendo também a maioria linfoécitos T
TCRys".

Existem varias vantagens para se explorar 0 uso da via nasal como via
de imunizagao:

o facil acesso, alta vascularizag@o e a presenga de numerosas
microvilosidades recobrindo o epitélio nasal, gerando uma grande
superficie de absorc¢ao;

e apés a imunizacdo intranasal, tanto respostas imunes de
mucosa e sistémicas podem ser induzidas;

e a via nasal pode ser utilizada para imunizagdo de grandes
grupos populacionais além de requerer menor quantidade de material
que por via oral,

e a imunizagao intranasal nao requer agulhas e seringas, que
sdo fontes potenciais de infecgdo e, por ser ndo invasiva, facilita a
colaboragao do paciente;

e auséncia de degradagao pelo suco gastrico e entérico,
possibilitando uma dosagem menor e mais exata que a via oral
c¢) Sistema imune comum das mucosas
As células efetoras do sistema imune que sao produzidas em resposta a

antigenos e patdgenos presentes nos tecidos linféides das mucosas adquirem
um programa especifico de circulagao que as orientam a retornar aos sitios de
mucosas. Apos ativagdo no GALT, os linfécitos diminuem sua expressao de L-
selectina (molécula de adesao que proporciona interagdo com o endotélio das
vénulas nos linfonodos periféricos) e aumentam a expressao de oup7, integrina

cujo ligante, MadCAM-1 & expresso pelos vasos sanguineos das mucosas



10

15

20

25

30

(Hamann et al., 1994). Como o MadCAM-1 é expresso nos vasos de todas as
mucosas, o conceito de sistema imune comum das mucosas em que linfocitos
primados em uma mucosa irao circular para outras mucosas, pode ser
explicado.

Imunizacao x Tolerizagao

A tolerancia de mucosa é caracterizada pelo fato de que animais que

receberam doses repetidas de antigenos T-dependentes pela via mucosa
tornam-se refratarios ou tém sua capacidade de desenvolver uma resposta
imune sistémica diminuida quando reexposto a este mesmo antigeno
administrado pela via sistémica. Este fendmeno depende da espécie animal,
da idade, da forma e da dose do antigeno e da via de administragao (enteérica,
oral, nasal, retal).

Enquanto uma alta dose estd associada a anergia ou delegéo de
células T efetoras, baixas doses preferencialmente ativam células T
regulatérias que secretam citocinas supressoras como IL-4, IL-10 e TGF-3.
Células T regulatérias sdo células que controlam ou suprimem a fungdo de
outras células. Os mecanismos regulatérios utilizados e as caracteristicas
especificas desta células estdo ainda sendo investigadas. No entanto, pelo
menos quatro tipos de células T regulatérias foram descritas: células Th3,
células Tgr, células T CD4'CD25" e células NKT. As células Th3 foram
descritas como células produtoras de TGF-f3 induzidas pela administragao oral
de antigenos em varios modelos de tolerancia (Faria & Weiner, 1999). Estas
celulas parecem requerer células B e coestimulagédo por B7.2, mas a tolerancia
por altas doses € independente desses fatores, e € inibida por tratamento com
anti-CTLA-4 (Lycke, 1999).

A possibilidade de se manipular o sistema imune das mucosas
direcionando para imunidade ou tolerdncia é bem interessante, quando se
considera uma estratégia para protecdo do hospedeiro contra colonizagéo e
invasao por patdgenos na mucosa, mas também para interferir no
desenvolvimento de reagdes imunoldgicas sistémicas potencialmente

prejudiciais contra um patégeno ou seus produtos.



10

15

20

25

30

16 f.508 8

A tolerancia sistémica induzida pela administragao de Ag via mucosa
tem sido utilizada para reduzir e/ou suprimir a resposta imune nao somente
para antigenos estranhos mas também contra antigenos préprios. Tem sido
possivel, retardar o crescimento e/ou diminuir a intensidade de doengas
autoimunes em varios modelos animais por administragao de autoantigenos na
mucosa intestinal ou respiratéria. Por exemplo, a administragao oral de
colageno do tipo Il retardou o crescimento da artrite autoimune. Similarmente,
tem sido possivel suprimir uma forma de uveoretinite autoimune por
administracdo oral de antigeno retinal soltvel (S-antigeno). A encefalomielite
autoimune experimental pode ser suprimida parcial ou completamente em
animais que receberam oralmente a proteina basica de mielina (Weiner, 1997).

Protocolos tolerogénicos tém sido também utilizados na prevencao da
rejeicao de transplantes, entre eles: a administragao de células alogeneicas via
veia porta (Gorczynski et al., 1996) e via oral (Sayegh et al., 1992). Tolerizagéo
a respostas Th2 também pdde ser obtida apds administragao via mucosa com
resultados promissores (Bagot et al., 1999; Winkler et al., 2002; Sato et al.,
2001).

Nem sempre uma imunizagao de mucosa leva a tolerancia. E possivel
induzir imunizagéo ativa contra imunégenos, particularmente pela via nasal.
Chen et al. (2004) demonstraram que a vacinagao nasal com BCG é mais
eficaz que por via s.c. contra tuberculose, e Namikoshi et al (2003)
demonstraram que a vacinagao intranasal com antigenos de Porphyromonas
gingivalis induz anticorpos neutralizantes da bactéria, mas esta via serve
também para induzir tolerizagdo, assim como a via oral (Metzler & Wraith,
1996). Parece, portanto, que o resultado final de tolerizagao versus imunidade
ativa varia em fungéo do tipo de antigeno, sua dosagem, ou ainda a forma em
que ele é administrado.

A literatura patentaria sobre o assunto é vasta e possui alguns
documentos importantes, que serao detalhados a seguir:

O documento WO 2004/074432 descreve vacinas para diversas

condi¢gbes patologicas, incluindo leishmaniose. No entanto, o meétodo
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empregado por esse documento € a ligagdo do antigeno a um anticorpo
especifico para APCs, de forma que, ao serem interiorizados, serao
processados e apresentados via MHC |, o que favorecera uma resposta
celular.

O documento US 2004/170636 descreve vacinas de DNA para o
tratamento da leishmaniose, contendo um plasmideo para o gene A2, que ira
propiciar uma resposta imune tanto humoral quanto celular.

O documento US 2004/043032 descreve vacinas a serem aplicadas em
mucosas do corpo humano, tais vacinas uteis no tratamento de diversas
patologias. No entanto, a vacina a ser aplicada compreende o antigeno € um
polimero de carboidratos, onde o polimero compreende monémeros dotados
da funcao aldeido e o mesmo esta ligado covalentemente ao antigeno.

Os problemas da técnica anterior, estdo relacionadas a complexidade
da obtencdo dos componentes vacinais, bem como da necessidade da
utilizacdo de um adjuvante a fim de suscitar uma resposta imune eficaz. A
presente invencao resolve o problema do estado da técnica por utilizar um
antigeno tao simples como um antigeno bruto do agente etiolégico, que
administrado pela via de mucosa apresenta atividade adjuvante per se, embora

este possa ser utilizado para otimizar o efeito ca composigcao reivindicada.

Obijetivos da Invencao

Tendo em vista 0 acima exposto, torna-se de extrema necessidade o
desenvolvimento de uma vacina clinicamente eficaz contra leishmaniose, que
possa ser administrada por vias alternativas a via parenteral, que induza uma
imunidade duradoura. Também ha necessidade do desenvolvimento de uma
vacina de baixo custo e estavel, aplicavel a populagdo que habita as areas
endémicas de leishmaniose.

Como mencionado anteriomente, ha a possibilidade de se imunizar
mamiferos contra leishmaniose usando parasitos mortos, extratos de parasitos
assim como antigenos definidos. Entretanto, somente a imunizagdo

intravenosa mostrou-se protetora em camundongos (Howard et al, 1982)
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enquanto que a imunizagao s.c. exacerba a lesao (Kenhey et al., 1999) quando
estes antigenos sao administrados sem adjuvantes. Ha portanto a situagao
experimental em que camundongos podem ser eficientemente vacinados
contra leishmaniose por via intravenosa ou intraperitoneal, mas que seria
inaceitavel para uso em humanos.

Estudos foram feitos com o vetor Salmonella typhimurium aroA-aroD
mutante que é invasivo mas de replicagao limitada podendo ser administrado
oralmente e chegar ao figado e bago, replicando nesses ¢rgdos por alguns
dias. No entanto, a administracdo deste vetor tem seu risco inerente por ser
um organismo vivo. Quando o gene para gp63 foi inserido no vetor S.
typhimurium e administrado oralmente em camundongos houve certa prote¢ao
a infeccao com L. major, mas o nivel de expressao foi baixo e o plasmideo foi
instavel (Xu et al., 1995). O nivel de prote¢éo, medida em termos de tamanho
da lesdo e carga parasitaria, s6 foi substancial quando o gene para gp63 foi
inserido junto com os genes para IFN-y e TNF-a no vetor de S. typhimurium.
Apesar da via oral ter sido utilizada, esta Salmonella atenuada é invasiva
promovendo uma estimulagao a nivel periférico, nao servindo portanto para se
avaliar a contribui¢do do sistema imune das mucosas.

A presente invengao visa explorar o efeito sistémico da imunizagao por
vias de mucosa, preferencialmente as vias de mucosa oral e nasal, com
antigenos brutos ou fragdes de Leishmania sp., além de servir como uma nova
estratégia de vacinagdo que também pode servir para uma melhor
compreensdo do funcionamento do sistema imune de mucosas usando o
modelo murino de leishmaniose para resposta imune celular.

A presente invengao proporciona composi¢des de vacinas contendo
antigenos brutos de Leishmania sp. para serem administradas pelas vias de
mucosa na sua forma livre ou formulada em carreadores poliméricos na forma
de microparticulas ou nanoparticulas.

A presente invengdo também proporciona composi¢des de vacinas
contendo antigenos brutos de Leishmania sp. para serem administradas pelas
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vias de mucosa, em que um carreador ou veiculo farmaceuticamente
aceitaveis sao utilizados.

A presente invengdo também proporciona composigbes de vacinas
contendo antigenos brutos de Leishmania sp. para serem administradas pelas
vias de mucosa, em que um adjuvante farmaceuticamente aceitavel pode ser
opcionalmente utilizado. Em geral, um dos adjuvantes farmaceuticamente

aceitaveis seria a subunidade B da toxina colérica (CTB).

Breve Descricido dos Desenhos

A Fig.1 demonstra o curso de uma lesao induzida em camundongos
BALB/c imunizados e ndo imunizados pela via oral com a composi¢dao da
presente invencao e demonstra sua superioridade em relagcdo a via
subcutanea.

Camundongos BALB/c foram vacinados com o antigeno bruto (®) ou
receberam salina (0) nos dias —14 e -7 que antecederam a infecgdo da
seguinte forma: 100pug LaAg pela via oral (painel superior) ou 25ug LaAg pela
via subcutanea (painel inferior). Os animais foram infectados no dia 0 com L.
amazonensis na pata e o tamanho das lesdes medido nos dias indicados.
Média aritmética + desvios padrdes, n=5. * p < 0.05.

A Fig. 2 demonstra o perfil de citocinas de animais imunizados e nao
imunizados pela via oral com a composicao da presente invencao.

Camundongos BALB/c (n=5) foram imunizados pela via oral com 100ug
do antigeno total e um reforgo com a mesma dose 7 dias depois (barras
negras). Os animais controles receberam somente salina PBS (barras
brancas). Uma semana apés a dose de reforgo, os niveis de IFN-y, TGF- B e
IL-10 foram medidos por ELISA nos sobrenadantes de cultura de células de
linffonodos periféricos (LP) e mesentéricos (LM) estimuladas com
concanavalina A. Médias e desvios padroes de amostras em triplicatas. * p <

4

0.01, em relagdo aos controles com salina.
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A Figs. 3 e 4 demostram que a vacinagdo oral com a presente
composigao é de amplo espectro.

Na Fig. 3 os camundongos BALB/c foram vacinados pela via oral como
descrito no exemplo da Figura 1, s6 que desta vez foram infectados com uma
espécie diferente do parasito, a L. major. Média + desvios padrdes (n =15). * p
< 0.01. Ja na Fig. 4 os camundongos C57BI/6 foram vacinados pela via oral
conforme descrito para camundongos BALB/c na Figura 1. Média + desvios
padroes (n =5). *p <0.01.

A Fig 5 demonstra que a presente composi¢cdo também serve para uso
intranasal promovendo protecdo de longa duragdo contra a leishmaniose em
camundongos.

Camundongos BALB/c foram vacinados pela via intranasal com 10 nug
do antigeno bruto (®) ou receberam somente salina (0). Sete dias depois a
dose foi repetida. Quatro meses depois da segunda dose vacinal os animais
foram infectados L. amazonensis na pata e o tamanho das lesdes medido nos
dias indicados. Média aritmética + desvios padrées, n=5. * p <0.01.

A Fig. 6 demonstra as mudangas sistémicas na produg¢ao de citocinas
produzidas pela vacinagao intranasal com a presente composigao.

Os camundongos foram vacinados conforme descrito no exemplo da
Figura 6. No dia 160 ap6s a infecgao a produgdo de IFN-y e IL-10 foi medido
por ELISA no sobrenadante da cultura de células dos linfonodos periféricos
popliteos estimuladas com concanavalina A. Barras brancas sdo animais nao
vacinados e barras negras sdo animais vacinados. Médias + desvios padroes
de amostras em ftriplicatas. * p < 0.05, em relagdo aos animais nao vacinados.

nd=n&o detectavel.

Descricao Detalhada da Invencao

Para fins da presente inven¢ao, o termo “antigeno bruto de Leishmania
sp.” significa um lisado total de células de promastigotas de Leishmania sp.

preparado por qualquer metodologia conhecida por aqueles versados na
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técnica, tal como por exemplo, método de congelamento e descongelamento.
Os termos “antigeno bruto”, ‘lisado total” e “antigeno total” podem ser
intercambiaveis na presente descrigao.

Para fins da presente invengdo, o termo “veiculo farmaceuticamente
aceitavel” significa qualquer substancia que possa servir como carreador para
os antigenos da presente invengao, a fim de tornar possivel ou melhorar sua
administragdo através das vias de mucosa. O veiculo pode ser qualquer
veiculo conhecido por aqueles versados na técnica da composi¢ao de vacinas
para serem administradas pelas vias de mucosa, mais preferencialmente, a
mucosa oral e nasal. De preferéncia, o veiculo € um veiculo aquoso, como por
exemplo, agua purificada estéril, ou solugdo salina, tal como fosfatada
tamponada estéril. O veiculo pode ser também uma microparticula ou
nanoparticula de composi¢ao polimérica de preferéncia o acido poli-latico e
glicdlico (PLGA) ou composicdo lipidica, de preferéncia fosfatidilcolina ou
qualquer outro componente de lipossomo.

Para fins da presente invengao, o.termo “adjuvante farmaceuticamente
aceitavel” significa qualquer substancia que melhora a resposta imune a um
antigeno com o qual se encontra misturado. Pode ser utilizado qualquer
adjuvante conhecido por aqueles versados na técnica, que seja aprovado para
uso humano ou animal. Preferencialmente, o adjuvante é adequado para
melhorar a resposta imune em sitios de mucosa, mais preferencialmente,
mucosa oral e nasal.

Para fins da presente invencdo, o termo “composi¢c&o vacinal’ significa
uma composi¢ao capaz de induzir a resposta imune adaptativa de um
hospedeiro contra um determinado patdgeno.

A presente composicdo tem como principal objetivo fornecer
formulagbes contendo antigenos totais de espécies de Leishmania sp. em um
veiculo farmaceuticamente aceitdvel para ser administrado por vias de
mucosa, e assim levar a uma protegdo duradoura contra leishmaniose

cutdnea, mucocutanea ou cutanea difusa.
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As espécies de Leishmania sp. utilizadas na presente invengao podem
ser selecionadas, sem limitagao, dentre Leishmania amazonensis, Leishmania
braziliensis, Leishmania major, Leishmania donovani e Leishmania chagasi.
Preferencialmente, as composi¢bes da presente invengdo contém somente
uma cepa de Leishmania sp., contudo, em uma modalidade alternativa, a
presente invengao pode conter mais do que uma espécie de Leishmania sp em
combinacgao. De preferéncia as espécies de Leishmania sp. sdo Leishmania
amazonensis e Leishmania donovani.

As promastigotas de Leishmania sp. podem ser cultivadas por qualquer
metodologia conhecida na técnica. As promastigostas podem ser mantidas, por
exemplo, em meio D-MEM (Sigma Chemical Co.) suplmentado com penicilina
(Cultilab) 100 U/mL e estreptomicina (Cultilab) 100ug/mL e HEPES (Sigma
Chemical Co.) a 20 mM e com 10% de soro fetal bovino inativado (Cultilab). A
cultura pode ser mantida, por exemplo, a 26°C.

O lisado total de antigenos de Leishmania sp. pode ser preparado por
qualquer método conhecido na técnica. Um dos possiveis métodos envolve,
sem limitagdes, o método de congelamento e o descongelamento (“freeze and
thawing”). Pelo presente método, uma cultura de promastigotas Leishmania
sp., em fase estacionaria deve ser lavada exaustivamente, por um processo,
por exemplo, de centrifugagao a 1300 x g/ 10 minutos, e lavagem, pelo menos
2 vezes com salina fosfatada tamponada estéril, a fim de retirar as proteinas
do soro e meio de cuitura. O pellet final & ressuspenso em um veiculo aquoso,
como agua ou salina fosfatada tamponada, e esta suspensdo sofre pelo
menos trés ciclos de congelamento e descongelamento em nitrogénio liquido
ou freezer (-20°C) até o uso. A presente suspensdo pode ser, opcionalmente,
liofilizada para estoque, e ressuspensa no veiculo adequado no momento da
administracéao.

A dosagem de proteinas totais da composi¢ao total pode ser feita por
qualquer método conhecido na técnica, como por exemplo, o método de Lowry.

De preferéncia, a presente composi¢do, quando em um veiculo aquoso,

contém uma concentragéo de proteinas totais de 10 ug/mL a 10000 pg/mL.
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Preferencialmente, a composicdo da presente invengdo contéem uma
concentragdo de proteinas totais de 100 pg/mL a 5000 pg/mL. Mais
preferencialmente a presente composicdo contém uma concentracdo de
proteinas totais de 500 ug/mL a 1000 pg/mL.

De preferéncia, a quantidade total de proteinas administrada seria de 1
Mg /Kg a 2000 pg /Kg . (proteina / peso corporal). Mais preferencialmente, a
quantidade total de proteinas administrada seria de 10 pyg/Kg a 1000 pg/Kg
(proteina / peso corporal).

De preferéncia, a presente composicdo contém um veiculo
farmaceuticamente aceitavel apropriado para administragdo pela via de
mucosa, associado ao antigeno total da presente invencdo. De preferéncia o
veiculo farmaceuticamente aceitavel € um veiculo aquoso estéril. Em uma
modalidade preferida da presente invengdo, o veiculo farmaceuticamente
aceitavel é agua destilada estéril. Em outra modalidade alternativa da invengao
o veiculo farmaceuticamente aceitavel é salina fosfatada tamponada estéril.

Em uma modalidade alternativa, a presente invengcdo pode ser
preparada de modo que o lisado total liofilizado possa ser contido em uma
capsula ou em um comprimido com revestimento entérico. Neste caso, a
preparagdo tem como objetivo a administragdo somente pela via oral. A dose
contida em cada capsula variara de acordo com o peso, idade, estado do
individuo. Preferencialmente, cada capsula podera conter de 0,7 a 700 mg de
proteina.

Em outra modalidade alternativa, a presente inveng¢do pode ser
preparada de modo que o lisado total possa estar encapsulado em
microparticulas ou nanoparticulas de polimeros inertes e biodegradaveis, por
exemplo acido poli latico e glicdlico (PLGA). Neste caso, a composi¢ao podera
ser preparada por qualquer metodologia convencional conhecida pelos
versados na técnica, sem limitagcbes.Neste caso, a preparagdo tem como
objetivo a administracdo pelas vias oral e nasal.

Em outra modalidade alternativa, a presente invengdo pode ser

preparada de modo que o lisado total possa estar encapsulado em particulas
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lipossomais. Neste caso, a composicdo podera ser preparada por qualquer
metodologia convencional conhecida pelos versados na técnica, sem
limitagdes. Neste caso, a preparagao tem como objetivo a administragcao pelas
vias oral e nasal.

A presente composicdo pode estar em qualquer forma adequada ao
armazenamento. Por exemplo, o antigeno total pode estar na forma liofilizada,
e ser reconstituido com o veiculo farmaceuticamente aceitavel, no momento do
uso, pela adicdo do referido veiculo e homogeneizagdo da composicao, até a
formacao, por exemplo, de uma suspensao.

Em uma modalidade alternativa da presente invengao, a presente
composicdo pode conter um adjuvante farmaceuticamente aceitavel. O
adjuvante pode ser qualquer adjuvante adequado. Um adjuvante adequado
poderia ser, sem limitagdes, a subunidade B da toxina colérica (CT).

A presente composicao pode ser administrada por qualquer forma
preferida, conhecida por aqueles versados na técnica.

No caso da administragdo por via nasal, uma modalidade da invengéo
prevé a administragdo da composicado pela instilagdo de gotas nasais. Em uma
outra modalidade da invengéo, a composicdo pode ser administrada através de
aerosséis. Neste caso, a presente composigdo podera conter além do veiculo,
adjuvantes farmacéuticos adequados para administracdo por esta via,
conhecidos por aqueles versados na técnica, tais como propelentes para
administragao aerossolica, conservantes.

No caso da administragao pela via oral, em uma modalidade preferida, a
administragao da composi¢do podera ocorrer pela ingestao de uma solugédo
liquida contendo o antigeno total da presente invengao. Neste caso podera ser
associado um veiculo, preferencialmente aquoso, adequado a ingestédo da
composicdo. Neste caso, a presente composicdo podera conter ainda
adjuvantes farmacéuticos adequados, conhecidos por aqueles versados na
técnica tais como agentes suspensores, conservantes.

Em uma outra modalidade da inveng¢éo, a composigao liofilizada podera

estar contida em capsulas, por exemplo capsulas gelatinosas duras, ou
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comprimidos com revestimento entérico, conhecidos na técnica. Neste caso, a
composi¢cao podera ser preparada por qualquer metodologia convencional
conhecida pelos versados na técnica, sem limitagdes. Neste caso, podem ser
utilizados os excipientes farmacéuticos conhecidos na técnica. Em uma
modalidade especialmente preferida o antigeno liofilizado € associado a
lactose e preenchido em uma capsula gelatinosa dura.

A presente invengao serd agora descrita por meio de exemplos n&o
limitantes, que n&do pretendem limitar o escopo e o ambito da presente
invengao. Os presentes exemplos sdo somente ilustrativos para que possam

facilitar a compreenséao da presente invengéo.

Exemplos

Exemplo 1. Procedimento geral para prepara¢éo da vacina contendo
antigeno total de Leishmania amazonensis. Em um erlenmeyer estéril de 500
ml adicionou-se meio de cultura D-MEM (Cultilab), 0,0005% de hemina,
0,0001% de biotina e 10% de soro fetal bovino (Cultilab). Adicionou-se ao meio
de cultura 1 milhdo de promastigotas vivas de Leishmania amazonensis cepa
Josefa. Apds cinco dias em agitagao leve (30 rotagdes / min) as culturas
axénicas de promastigotas de leishmania foram lavadas 3 vezes em solugéo
salina tamponada (PBS) por centrifugagcdo a 2500 rpm durante 10 min. O
sedimento da ultima centrifugagdo foi suspenso em PBS a 2 x 10°
promastigotas / ml. Esta preparagéo sofreu 3 ciclos de congelamento a —20°C
e descongelamento a +25 °C e foi estocada em aliquotas a -20°C por até 1
ano.

Exemplo 2. Quantificagao de proteinas totais na vacina: Uma aliquota da
vacina estocada foi descongelada e e diluida adequadamente até um volume
final de 100 Ol. Preparou-se uma solugao composta de: 1 ml de solugéo de
CuSO4 1 %, 1 ml de solugdo de tartarato de sodio e potassio 2% e 48 ml de
solugdo de NaCO; 2% em NaOH 0,1 M. Adicionou-se ao tubo 1 ml desta
solugé@o. Apds 10 min de incubagéo a temperatura ambiente, adicionou-se ao

tubo 100 pl do reagente de Folin-Ciocalteau e ap6s agitagao vigorosa incubou-
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se por 30 min a temperatura ambiente. A absorbancia foi lida a 650 nm e
comparou-se os dados com a curva padrao.
Conclusao: A vacina contendo 2 x 10° promastigotas lavados / ml de

PBS contem cerca de 1 mg proteina total / ml de PBS.

Exemplo 3. Avaliagdo da eficacia da vacina quando administrada por via
subcutanea e por via oral em camundongos BALB/c: No dia do uso, uma
aliquota da vacina foi descongelada e resuspensa em PBS para a
concentragao desejada. Camundongos BALB/c pesando 20 g foram mantidos
em jejum total por 3 horas antes da vacinagao. Os animais receberam 25 ug da
vacina em 50 pl de PBS por inje¢do subcutanea no dorso ou receberam 100
Hg da vacina em 200 uyl de PBS por via oral através da introdugédo de uma
canula intragastrica acoplada a uma seringa de 1 ml graduada. Apéds 1
semana o procedimento vacinal foi repetido. Uma semana apés a segunda
dose da vacina os animais foram infectados na pata com 2x10° promastigotas
de Leishmania amazonensis em fase estacionaria de crescimento. O
crescimento da lesédo foi acompanhado medindo-se o didmetro da pata com
um micropaquimetro (Mitutoyo).

Conclusdo: Enquanto que a vacina administrada na auséncia de
adjuvantes pela via subcutédnea induziu o aumento da susceptibilidade dos
animais a leishmaniose cutanea causada pela Leishmania amazonensis, a
mesma vacina administrada pela via oral em uma dose 4 vezes maior para
compensar a degradagao pelos sucos digestivos aumentou significativamente
a resisténcia dos animais a infec¢ao. Este exemplo indica que a vacina oral €
eficaz em camundongos mesmo sem o uso de adjuvantes.

Exemplo 4. Avaliagdo da imunogenicidade da vacina oral em camundongos:
Camundongos BALB/c foram mantidos em jejum total por 3 horas antes da
vacinagao. Os animais receberam 100 pg da vacina em 200 pl de PBS por via
oral através da introdugdo de uma canula intragastrica acoplada a uma seringa
de 1 ml graduada. Apds 1 semana o procedimento vacinal foi repetido. Uma

semana apoés a segunda dose da vacina, os niveis de IFN-y,TGF-B e IL-10

o
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foram medidos por ELISA no sobrenadante da cultura de células de linfonodos
periféricos e mesentéricos estimulados com ConA.

Conclusdo: Os resultados mostrados na Figura 2 sdo um exemplo de que a
vacinagao pela via oral com a composi¢do da presente invengao em sua forma
livre ativa a capacidade dos animais de produzir a citocina IFN-y nos érgaos
linféides periféricos (linfonodos popliteos) quando devidamente estimulados.
Alem disso, a vacinagao oral com a presente composi¢do também modula a
responsividade dos 6rgéos linféides locais que drenam a mucosa oral, os
linfonodos mesentéricos, em termos de produgéo de citocinas. Os linfonodos
mesentéricos respondem ao estimulo mitogénico com maior produgao da
citocina TGF-B e menor produgdo de IL-10. Estas mudangas devem ser
importantes para a eficacia vacinal oral demonstrada pela presente

composi¢ao na Figura 1 do Exemplo 3.

Exemplo 5. Avaliacdo da eficacia da vacina oral contra a infecgao por
Leishmania major. Camundongos BALB/c foram mantidos em jejum total por 3
horas antes da vacinagado. Os animais receberam 100 ug da vacina em 200 pi
de PBS por via oral através da introdugdo de uma cénula intragastrica
acoplada a uma seringa de 1 ml graduada. Apés 1 semana o procedimento
vacinal foi repetido. Uma semana apds a segunda dose da vacina os animais
foram infectados na pata com 2x10° promastigotas de Leishmania major em
fase estacionaria de crescimento. O crescimento da lesao foi acompanhado
medindo-se o didmetro da pata com um micropaquimetro (Mitutoyo).
Conclusao: A administracao da vacina por via oral promove prote¢ao cruzada
contra leishmanias de outras espécies, conforme exemplificado pelo aumento
da resisténcia a infecgao com L. major na Figura 3, indicando o seu amplo

espectro de agao.

Exemplo 6. Avaliagdo da eficacia da vacina oral em camundongos
C57BI/6: Camundongos C57BI/6 foram mantidos em jejum total por 3 horas

antes da vacinagdo. Os animais receberam 100 pg da vacina em 200 pl de

o
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PBS por via oral através da introdugéo de uma canula intragastrica acoplada a
uma seringa de 1 ml graduada. Apés 1 semana o procedimento vacinal foi
repetido. Uma semana apés a segunda dose da vacina os animais foram
infectados na pata com 2x10° promastigotas de Leishmania amazonensis em
fase estacionaria de crescimento. O crescimento da lesdo foi acompanhado
medindo-se o didmetro da pata com um micropaquimetro (Mitutoyo).
Conclusdo: A protecao produzida pela vacina oral ndao é restrita a
camundongos BALB/c, mas ¢é extensiva a camundongos de outros
backgrounds genéticos como o C57BI/6 (Figura 4), indicando que sua eficacia

na populagéao nao é restrita.

Exemplo 7. Avaliagdo da eficacia da vacina administrada por via
intranasal em camundongos BALB/c Camundongos BALB/c receberam por
instilagdo nasal 10 ug da vacina em 20 pl de PBS através de uma ponteira
acoplada a uma micropipeta automatica. Apdés 1 semana o procedimento
vacinal foi repetido. Quatro meses apés a segunda dose da vacina os animais
foram infectados na pata com 10° promastigotas de Leishmania amazonensis
em fase estacionaria de crescimento. O crescimento da lesdo foi
acompanhado medindo-se o diametro da pata com um micropaquimetro
(Mitutoyo).

Conclusdo: O exemplo na Figura 5 mostra que o uso da via nasal
também é eficaz para administragdo da vacina, induzindo uma imunidade
protetora de longa duragédo contra a leishmaniose cutdnea em camundongos.

Exemplo 8. Demonstragao da modulagao da resposta imune durante a
infecgcdo de animais pré-vacinados pela via intranasal: Camundongos BALB/c
receberam por instilagdo nasal 10 ug da vacina em 20 pl de PBS através de
uma ponteira acoplada a uma micropipeta automatica. Apés 1 semana o
procedimento vacinal foi repetido. Quatro meses apés a segunda dose da
vacina os animais foram infectados na pata com 10> promastigotas de
Leishmania amazonensis em fase estacionaria de crescimento. No dia 160 de

infeccdo, os niveis de IFN-y e IL-10 produzidos pelas células dos linfonodos
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popliteos e cervicais foram avaliados no sobrenadante da cultura de células
estimulada com Con A por ELISA.

Conclusao: A vacinagao intranasal com o antigeno total promove uma
maior resposta imunolégica quanto a produgédo de citocinas IFN-y e IL-10 nos
linfonodos periféricos drenantes da lesdo (Figura 6). Estas mudangas devem
ser importantes para a eficacia vacinal nasal demonstrada pela presente

composigao na Figura 5 do exemplo 7).
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Reivindicagoes
COMPOSICOES VACINAIS CONTRA LEISHMANIOSE E USOS

1. Composigao vacinal contra leishmaniose CARACTERIZADA pelo fato
de que compreende antigeno total de Leishmania sp. e um veiculo
farmaceuticamente aceitavel.

2. Composi¢do de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADA
pelo fato de que é administrada por pelo menos uma via de mucosa.

3. Composicdo de acordo com as reivindicagbes 1 e 2,
CARACTERIZADA pelo fato de que é administrada, preferencialmente, pelas
vias de mucosa oral e/ou nasal.

4. Composi¢cdo de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADA
pelo fato de que compreende ainda um adjuvante farmaceuticamente
aceitavel. _

5. Composicdo de acordo com a reivindicagdo 4, CARACTERIZADA
pelo fato de que o adjuvante farmaceuticamente aceitavel é a subunidade 3 da
toxina colérica (CTB).

6. Composi¢cdo de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADA
pelo fato de que a espécie de Leishmania sp que compreende o antigeno total
da referida composigdo é selecionado a partir do grupo que consiste em
Leishmania amazonensis, Leishmania braziliensis, Leishmania major,
Leishmania donovani, Leishmania chagasi e mistura dos mesmos.

7. Composi¢dao de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADA
pelo fato de que o antigeno total de Leishmania sp esta na forma liofilizada.

8. Composi¢do de acordo com quaisquer das reivindicagdes de 1 a 7,
CARACTERIZADA pelo fato do veiculo farmaceuticamente aceitavel ser um
veiculo aquoso.

9. Composi¢dao de acordo com a reivindicagdo 8, CARACTERIZADA
pelo fato do veiculo farmaceuticamente aceitavel ser escolhido dentre agua
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deionizada estéril, solugao salina estéril, salina tamponada fosfatada e mistura
dos mesmos.

10. Composicao de acordo com quaisquer das reivindicagdes anteriores,
CARACTERIZADA pelo fato de que contém uma concentragdo, em termos de,
proteinas totais, de 1 ug/mL a 10000 ug/mL.

11. Composig¢édo de acordo com quaisquer das reivindicagdes de 1 a 7,
CARACTERIZADA pelo fato de que encontra-se em capsulas gelatinosas
duras para administracéo oral.

12. Composi¢ao de acordo com a reivindicacao 11, CARACTERIZADA
pelo fato de que contém uma quantidade total de proteinas de 0,7 a 700 mg de
proteina.

13. Composicédo de acordo com quaisquer das reivindicagdes de 1 a 7,
CARACTERIZADA pelo fato de que encontra-se em microsferas de PLGA para
administrag¢ao oral ou nasal.

14. Composicao de acordo com quaisquer das reivindicagbes de 1 a 7,
CARACTERIZADA pelo fato de que encontra-se em lipossomas para
administragao oral ou nasal.

15. Uso de um antigeno total de Leishmania sp. CARACTERIZADO pelo
fato de ser na preparagao de uma composi¢ao de vacina conforme definida em
qualquer uma das reivindicagdes de 1 a 12.

16. Uso de acordo com a reivindicagdo 14, CARACTERIZADO pelo fato
de que é administrada por pelo menos uma via de mucosa.

17. Uso de acordo com as reivindicagbes 14 e 15, CARACTERIZADA
pelo fato de que a composi¢do € administrada, preferencialmente, pelas via de

mucosa oral e/ou nasal.
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Resumo
COMPOSICOES VACINAIS CONTRA LEISHMANIOSE E USOS

A presente invencao pertence ao campo das composi¢gdes de vacinas.
Mais especificamente a presente invengdo relaciona-se a composigdes de
vacinas para serem administradas por vias de mucosa, incluindo
preferencialmente a mucosa oral e nasal. Adicionaimente, a presente invengao
abrange ainda o uso das referidas composic¢oes.
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