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Resumo

A invencdo refere-se a uma composicdo que compreende uma
fonte L3 e/ou L5 e opcionalmente um adjuvante para a
preparacdo de um medicamento para o tratamento ou prevencao
de uma doenca parasitdria e para o seu uso e diagndstico da

referida doenca parasitéria.
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Descricéo

A utilizacdo de uma fonte L3 e/ou L5 como vacina ou como um

diagnéstico para uma doenca parasitéria

Campo de invencéao

A invencdo refere-se a uma fonte de L3 e/ou L5 para a
preparacdo de um medicamento ou de um medicamento para o
tratamento, prevencdo e/ou diagndéstico de uma doenca

parasitéria.

Antecedentes da invencéao

A leishmaniose compreende varias doencas causadas por
parasitas de protozoadrios intracelulares pertencentes ao
género Leishmdnia que infetam principalmente macrdéfagos de
uma variedade de mamiferos incluindo humanos e cées.
Dependendo em grande parte da espécie do parasita e do
estado de imunocompeténcia do hospedeiro humano, o espectro
da doenca varia desde a leishmaniose cutédnea Auto
cicatrizante (CL) até a leishmaniose wvisceral fatal (VL) ou
kalaazar (18). A leishmaniose viscerocutaneas canina (VCL)
causada por Leishménia infantum e L. Chagasi €& uma
importante zoonose emergente encontrada em paises ao redor
da bacia do Mediterrédneo, no Oriente Médio e na América
Latina (16); sendo o0s cdes o0 maior reservatdrio destes
parasitas desempenhando um papel central na transmissédo
para o0s seres humanos por flebotomineos moscas da areia
(44) . O resultado da infecdo é determinado pelas interacdes
entre o sistema imunitdrio do hospedeiro e as diferentes
espécies de parasitas, no entanto a patogénese da
leishmaniose permanece obscura e o conhecimento sobre os

mecanismos envolvidos na resposta imunitdria a Leishménia
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em seres humanos e cédes é ainda limitado. Geralmente, a
imunidade protetora esté associada a uma resposta
imunitdria mediada por células cléssicas gque induz a
ativacdo de macrdéfagos por citoquinas derivadas de células
T. Por outro lado, a doenca ndo cicatrizante estd associada

a geracdo de fortes respostas humorais (15,24).

A investigacdo para o desenvolvimento de vacinas de segunda
geracdo, com base em fracbes de parasitas brutos ou em
antigénios de parasitas definidos, foi dirigida a
identificacdo de diferentes moléculas de parasitas de
superficie ou segregadas que foram testadas como vacinas
candidatas em varios modelos experimentais utilizando
diversos adjuvantes (1, 17, 20, 43, 45, 46, 49, 50). O
rastreio de bibliotecas de expressdo com soro de animais
infetados ou humanos também permitiu a selecdo de alguns
antigénios como vacinas candidatas (revisto em (9)). Entre
eles, aqueles que provocam primariamente uma resposta imune
tipo Thl em camundongos infetados ou células de pacientes
humanos, independentemente da sua localizacdo celular, tém
sido implicados na geracdo de respostas protetoras em
diferentes modelos animais (48, 51, 52). Por outro lado,
alguns dos antigenos isolados sdo proteinas intracelulares
conservadas que estimulam predominantemente respostas
humorais em humanos ou cédes que sofrem respostas humorais
mediadas por VL ou Th2 em ratos experimentalmente infetados
(3, 33, 35, 37, 39). Acredita-se qgque a resposta humoral
inadequada induzida contra eles em cédes com leishmaniose
resulte em imunopatologia, principalmente devido aos
efeitos adversos de complexos imunes como uveite (13),
les®es do sistema nervoso central (14) ou nefrite (21, 22,
30, 31). Foi também recentemente demonstrado que a presenca
de imunes complexos de IgG em sSeres humanos com VL

correlaciona-se com a incapacidade de resolver infecoes,
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demonstrando que o0os complexos imunitdrios podem ser

prejudiciais para o hospedeiro infetado (27).

Apesar de ndo serem consideradas inicialmente como boas
vacinas candidatas, as proteinas gque induzem uma elevada
resposta humoral durante o processo infecioso tém sido
associadas a inducdo de uma resposta protetora. Por
exemplo, as tubulinas parasitas e a histona H2B foram
reconhecidas por clones de células T derivados de um doador

imunitdrio (36). Além disso, a rK39 causa proliferacdo e

producdo de IFN-© por células T a partir de camundongos
imunes (23). Foi também demonstrado gque a imunizacédo
genética com os genes H2B, H3 e H4 do parasita induz
protecdo em modelos de leishmaniose visceral murina (62).
Além disso, a imunizacdo do recetor para C-quinase ativada
(LACK) (29), algumas protéases de cisteina de parasita (38,
41) ou as histonas formadoras de nucleossoma de parasita
(11, 19) administradas com adjuvantes promotores de Thl
geram respostas imunes que se correlacionam com a protecédo

contra a leishmaniose cutédnea em modelos murinos.

Entre os antigénios conservados evolutivos de Leishménia,
varias linhas de evidéncia sugerem gque as proteinas
ribossdémicas s&do moléculas imunologicamente relevantes
durante a infecdo por Leishmdnia. Em alguns casos, O0S
constituintes ribossdémicos podem contribuir para a
disfuncdo do sistema imunitdrio do hospedeiro através da
sua capacidade de modular atividades celulares e libertacéo
de citoquinas durante a infecdo. Assim, a injecdo da
proteina ribossdédmica L3 principal em ratinhos BALB/c
induziu a expansdo policlonal de clones de células B e
inibiu a proliferacdo de células T (10). Além disso, a
imunizacdo genética com uma vacina de DNA codificando a

proteina L3s ribossomal 605 putativa exacerbou a doenca em
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modelos de ratinhos pela inducdo de citocinas IL-10 e Th2
(41, 63). Além disso, algumas proteinas ribossomais
parasitas, como as proteinas parasitas é&acido P, tém sido
relacionadas a geracédo de fortes respostas humorais em cées
e humanos que sofrem de leishmaniose (revisto em (39)). No
entanto, também foi demonstrado que varias proteinas
ribossdémicas testadas ndo foram capazes de induzir uma
resposta protetora imunogénica ou, a resposta protetora

imunogénica obtida foi subdéptima (55, 41).

A Referéncia 55 (Iborra et al., 2008) descreve o uso da
Proteina Ribossémica de Leishmédnia (LRP) na prevencdo da
leishmaniose. D1 revela a utilizacdo de uma mistura de

proteinas ribossdédmicas ndo identificadas como uma vacina.

A Referéncia 61 (Soto et al., 1998) divulga a utilizacdo de
epitopo seleccionados derivados das proteinas ribossdmicas
LiP2a, LiP2b e LiPQ e da histona H2A no diagndbstico de

leishmaniose.

Base de dados UniProt (2005-08-30) UNIPROT: Q4FWT2
"SubName: Full = 605 ribossomal proteina L5, putativo"

revela uma sequéncia de um <ribossomal proteina L5.

Apesar de todas as tentativas até agora, ainda ndo existem
vacinas valiosas contra uma doenca parasitidria tal como a
leishmaniose. Portanto, ainda hd uma necessidade importante

de tal vacina.

Descricdo da invencéao

Neste trabalho, surpreendentemente mostramos que duas
proteinas L3 e LS5 ribossémicas de L. major sdo antigénicas.

Isto significa gque cada uma destas duas proteinas foi
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reconhecida pelos soros de individuos afetados com
leishmaniose. Além disso, no modelo murino de leishmaniose
cuténea, foram encontrados anticorpos anti-L3 e anti-L5 do
isdétipo IgGl. A imunizacdo de ambas as proteinas em
ratinhos BALB/c, na presenca de CpG-ODN, induziu uma
resposta Thl contra elas. Como resultado da vacinacgdo, o0s
ratinhos foram protegidos contra o desenvolvimento de CL
apbés o desafio com L. mayor. Demonstrdmos ainda que as
proteinas L principais também podem conferir protecdo
contra a infecédo por L. braziliensis. Demonstramos também
que as proteinas ribossdémicas L3 e L5 sdo altamente
conservadas, pelo menos, entre diferentes espécies de
Leishménia. Tais composicdes sdo muito atraentes para serem
utilizadas como uma composicéao farmacéutica
preferencialmente como um diagndéstico, uma vacina ou uma

aplicacdo terapéutica.

A invencdo é ainda descrita a seguir.

Uso

Num primeiro aspeto da invengdo, € proporcionada a
utilizacdo de uma fonte de L5, ou de uma fonte de L5 e L3,
e opcionalmente um adjuvante para a preparacdo de um
medicamento ou um medicamento para o} tratamento ou

prevencdo de uma doenca parasitdria num individuo.

As proteinas L3 e L5 sdo proteinas ribossdédmicas. As
proteinas ribossdmicas sdo proteinas citosdlicas bem
conservadas. Por conseguinte, uma fonte L3 e/ou L5 pode ser
preparada a partir de qualgquer organismo eucaridtico, quer
seja planta ou animal, seja de mamiferos, répteis, peixes,
insetos ou qualquer outro organismo portador de

cromossomas, tais como protozodrios. De preferéncia, uma
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fonte de L3 e/ ou L5 é obtida a partir de um organismo que
estd proéximo da doenca, de preferéncia uma doenca
parasitdria que causa O organismo na &arvore evolutiva. Por
conseguinte, de particular interesse como fonte de uma
fonte de L3 e/ou L5 a ser utilizada na prevencdo e/ou
tratamento de uma doenca parasitédria sdo protozodrios como
Plasmodium e em ©particular membros da familia de
tripanosomatidos, mais em particular espécies diferentes da
Protozodrio tripanossomético de Leishménia. Existem mais de
20 espécies conhecidas de Leishmdnia, incluindo espécies do
subgénero Leishmdnia, compreendendo o complexo L. mayor,
incluindo L. major, o complexo L. donovani, incluindo L.
chagasi, L. donovani e L. infantum, o complexo L Incluindo
L. amazonenses e L. mexicana, bem como a subespécie
Viannia, compreendendo o) complexo L. braziliensis,
incluindo L. braziliensis e L. peruviana e o complexo L.
guianenses, incluindo L. guianenses e L. panamenses. AS
espécies de Plasmodium de interesse particular sé&o
Plasmodium falciparum e Plasmodium vivax. Numa forma de
realizacdo preferida, uma fonte de L3 e/ou L5 ¢é obtida a
partir de uma espécie de Leishmania, de preferéncia
Leishménia major, Leishménia infantum, Leishmdnia donovani,
Leishmédnia mexicana, Leishménia chagasi e/ou Leishminia
braziliensis. Mais preferencialmente, uma fonte de L3 &
obtida a ©partir de uma espécie de Leishménia, de
preferéncia Leishmdnia major, Leishmdnia infantum e/ou
Leishménia Mexicana. Mais preferencialmente, uma fonte de
L5 é obtida de uma espécie de Leishmédnia, de preferéncia
Leishménia major, Leishménia infantum, Leishménia
braziliensis e/ou Leishménia mexicana. No Exemplo 2,
demonstrou-se a existéncia de hombélogos L3 e L5 altamente
conservados (identidade de pelo menos 90%, ver tabela 1) em
pelo menos trés espécies distintas de Leishménia. Noutra

forma de realizacdo preferida, uma fonte de L5 ou uma fonte
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de L3 e L5 é obtida a partir de uma espécie de Plasmodium.
O especialista compreenderid que uma fonte de L3 e/ou L5
pode também ser preparada por mistura de uma fonte L3 e/ou
L5 de véarios organismos distintos como aqui identificados.
A utilizacdo de uma fonte L3 e/ou L5 numa vacina fol aqui
demonstrada como tendo propriedades imunogénicas atraentes,
uma vez que se demonstrou induzir uma resposta imunoldgica

protetora num sujeito tratado.

O termo "uma fonte L3 e/ou L5" pode ser substituido por
"uma fonte de um L3 e/ou de um L5". Uma fonte L3 e/ou L5
compreende preferencialmente uma proteina L3 e/ou L5, um
péptido ou fragmento de proteina L3 e/ou L5 derivado e/ou
um &acido nucleico que codifica uma proteina L3 e/ou L5 ou
péptido derivado ou Fragmento de proteina. Uma proteina L3
preferida é representada pela SEQ ID NO: 1. Esta proteina
L3 preferida origina-se a partir de Leishmdnia major e é
preferencialmente codificada pela SEQ ID NO: 2. Outra
proteina L3 preferida é representada pela SEQ ID NO: 48.
Esta proteina L3 preferida origina-se de Leishménia
infantum e é de preferéncia codificada pela SEQ ID NO: 49.
Outra proteina L3 preferida é representada pela SEQ ID NO:
50. Esta proteina L3 preferida origina-se de Leishménia

mexicana e é de preferéncia codificada pela SEQ ID NO: 51.

Uma proteina L5 preferida é representada pela SEQ ID NO: 3.
Esta proteina L5 preferida origina-se de Leishménia major e
¢ de preferéncia codificada pela SEQ ID NO: 4. Outra
proteina L5 preferida ¢é representada pela SEQ ID NO: 52.
Esta proteina L5 ©preferida origina-se de Leishménia
infantum e é de preferéncia codificada pela SEQ ID NO: 53.
Outra proteina L5 preferida é representada pela SEQ ID NO:
54. Esta proteina L5 preferida origina-se de Leishménia

mexicana e é de preferéncia codificada pela SEQ ID NO: 55.
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Outra proteina L5 preferida & representada pela SEQ ID NO:
56. Esta proteina L5 preferida origina-se de Leishménia
braziliensis e é de preferéncia codificada pela SEQ ID NO:

65.

Ao longo deste pedido, cada vez que se refere a uma
sequéncia de nucledétidos especifica SEQ ID NO (tomar SEQ ID
NO: 2 ou 4 ou 49 ou 51 ou 53 ou 55 ou 65 como exemplo),
pode-se substitui-la por uma sequéncia nucleotidica
compreendendo um nucledtido que tem pelo menos 60% de
identidade de sequéncia com SEQ ID NO: 2 ou 4 ou 49 ou 51
ou 53 ou 55 ou 65. Ao longo deste, cada vez que se refere a
uma sequéncia de aminoéadcidos especificos de SEQ ID NO
(tomar SEQ ID NO: 1 ou 3 ou 48 ou 50 ou 52 ou 54 ou 56 como
exemplo), pode-se substitui-lo por um polipéptido
compreendendo uma sequéncia de aminodcidos que tem pelo
menos 60% de identidade da sequéncia ou similaridade com a
sequéncia de aminoédcidos SEQ ID NO: 1 ou 3 ou 48 ou 50 ou

52 ou 54 ou 56.

Em conformidade, numa forma de realizacdo preferida, uma
fonte L3 é um polipéptido compreendendo uma sequéncia de
aminoacidos dque tem pelo menos 60% de identidade da
sequéncia ou similaridade com a sequéncia de aminoacidos
SEQ ID NO: 1 ou 48 ou 50 e/ou gque ¢ codificada por um
nucledétido ge tem pelo menos 60% de identidade com SEQ ID

NO: 2 ou 49 ou 51.

Em conformidade, numa forma de realizacdo preferida, uma
fonte de L5 é um polipéptido que compreende uma sequéncia
de aminodcidos que tem pelo menos 60% de identidade de
sequéncia ou similaridade com a sequéncia de aminocacidos
SEQ ID NO: 3 ou 52 ou 54 ou 56 e/ou codificado por um de

acordo com uma forma de realizacdo preferida, uma fonte de
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L3 é& um &cido nucleico que compreende uma sequéncia de
nucledétidos que tem pelo menos 60% de identidade da
sequéncia com o nucledtido que possui uma sequéncia de
nucledétidos que tem pelo menos 60% de identidade com SEQ ID
NO: 4 ou 53 ou 55 ou 65. SEQ ID NO: 2 ou 49 ou 51 e/ou que
codifica uma sequéncia de aminodcidos que tem pelo menos
60% de identidade ou similaridade com SEQ ID NO: 1 ou 48 ou
50.

Em conformidade, numa forma de realizacdo preferida, uma
fonte de L5 é um &acido nucleico compreendendo uma sequéncia
de &cido nucleico gque tem pelo menos 60% de identidade de
sequéncia ou similaridade com a sequéncia de nucledtidos
SEQ ID NO: 4 ou 53 ou 55 ou 65 e/ou que codifica um
aminoacido que tem pelo menos 60% de identidade com SEQ ID
NO: 3 ou 52 ou 54 ou 56. De preferéncia, a referida
sequéncia de aminodcidos ou sequéncia de nucledtidos
possuindo pelo menos 60% de identidade ou similaridade com
uma sequéncia de aminodcidos ou nucledtidos identificada
egpecifica sdo abrangidas por a presente invencdo e sé&o
consideradas funcionais quando a proteina codificada ou o
polipéptido, o fragmento de proteina, o péptido é ainda
capaz de induzir pelo menos a resposta imunitdria obtida
por SEQ ID NO: 1 ou 3 ou 48 ou 50 ou 52 ou 54 ou 56 a pelo
menos em certa medida. De preferéncia, pelo menos até certo
ponto, significa que pelo menos 50%, pelo menos 60%, 70%,
80%, pelo menos 90% ou 100%. A e licitacdo de uma resposta
imunitdria ¢é mais tarde aqui definida: um composto é
funcional quando é capaz de induzir uma resposta imunitéria
num individuo tratado que preferencialmente significa que é
capaz de promover ou desencadear uma resposta imunitéria
Thl contra um dado antigénio L3 e/ou L5 e/ou que é capaz de
prevenir e/ou retardar o desenvolvimento de uma lesdo

dérmica ou mucosa e/ou induz uma reducdo significativa da
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carga parasitaria numa lesdo dérmica e/ou mucosa e€/ou numa
orelha e/ou um ndédulo linfatico drenante (DLN) gque drena
preferencialmente qualgquer uma destas regibdes infetadas
(regido dérmica, mucosa, orelha), bem como num &rgédo
interno tal como figado, baco, medula 6ssea, rim, cérebro,
etc. Uma sequéncia de aminodcidos abrangidos pela presente
invencdo podem compreender uma, duas, trés, quatro, cinco
ou mals substituicdes e/ou insercdes e/ou delecdes e/ou
aminodcidos N- ou C-terminais adicionais ou porcdes
quimicas para aumentar a estabilidade, solubilidade e

imunogenicidade.

Um fragmento de proteina L3 e/ou L5 ou um péptido derivado
de L3 e/ou L5, como aqui definido, ¢ de preferéncia um
fragmento compreendendo pelo menos 2, 3, 4, 5, o, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24,
25, 26, 27, 28, 29, 30 ou mais aminodcidos contiguos de uma
proteina L3 e/ou L5 correspondente e que ¢é capaz de
desencadear uma resposta imunitdria conforme anteriormente
aqui definido. Numa forma de realizacdo preferida, por
conseguinte, um fragmento de proteina L3 e/ou L5 ou um
péptido derivado de L3 e/ou L5 como aqui definido ¢é
preferencialmente um fragmento compreendendo pelo menos 2,
3, 4, 5, ¢, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14,15, 16, 17, 18, 19,
20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30 ou mais
aminoacidos continuos de SEQ ID NO:1 ou 3 ou 48 ou 50 ou 52

ou 54 ou b56.

Como uma forma de realizacdo preferida, um fragmento de
proteina L3 preferido ou um péptido preferido derivado de
L3 que compreende ou consiste nos ultimos 40, 39, 38, 37,
36, 35, 34, 33, 32, 31, 30, 29, 28, 27, 26, 25, 24, 23, 22,
21, 20 aminoé&cidos contiguos da parte C-terminal de uma

proteina L3. Ainda mais preferencialmente, compreende ou
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consiste nos ultimos 40, 39, 38, 37, 36, 35, 34, 33, 32,
31, 30, 29, 28, 27, 26, 25, 24, 23, 22, 21, 20 aminoé&cidos
contiguos de SEQ ID NO:1 ou 48 ou b50. Ainda mais
preferencialmente, compreende ou consiste no amino&cido
394-419 de SEQ ID NO:1. Como outra forma de realizacdo
preferida, um fragmento de proteina L5 preferido ou um
péptido derivado de L5 preferido, compreende ou consiste
nas primeiras 40, 39, 38, 37, 36, 35, 34, 33, 32, 31, 30,
29, 28, 27, 26, 25, 24, 23, 22, 21, 20 aminoacidos
contiguos da parte N-terminal de uma proteina L5. Ainda
mais preferencialmente, compreende ou consiste nos
primeiros 40, 39, 38, 37, 36, 35, 34, 33, 32, 31, 30, 29,
28, 27, 26, 25, 24, 23, 22, 21, 20 aminodcidos contiguos de
SEQ ID NO:3 ou 52 ou 54 ou 56. Ainda mais
preferencialmente, compreende ou consiste no aminocacido 1-
23 de SEQ ID NO: 3. Como outra forma de realizacéao
preferida, um fragmento de proteina L5 preferido ou um
péptido derivado de L5 preferido, compreende ou consiste
nos ultimos 40, 39, 38, 37, 36, 35, 34, 33, 32, 31, 30, 29,
28, 13, 12, 11, 10, 9, 8, 7, 6 aminoidcidos contiguos do
dacido C- Terminal de uma proteina L5. Ainda mais
preferencialmente, compreende ou consiste nos ultimos 40,
39, 38, 37, 36, 35, 34, 33, 32, 31, 30, 29, 28, 27, 26, 25,
24, 23, 22, 21, 20, 19, 18, 17, 16, 15, 14, 13, 12, 11, 10,
9, 8, 7, 6 aminodcidos contiguos de SEQ ID NO:3 ou 52 ou 54
ou 56. Ainda mais preferencialmente, compreende ou consiste
no aminoadcido 322-328 da SEQ ID NO:3. Noutra forma de
realizacdo preferida, uma fonte L3 e L5 compreende uma
proteina compreendendo pelo menos um fragmento de proteina
de um L3 e pelo menos um fragmento de proteina de uma
proteina L5. Mais preferencialmente, um fragmento de
proteina L3 e um fragmento de proteina L5 tinham sido

fundidos em conjunto para formar uma proteina gquimérica. Em
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conformidade, a invencdo também engloba um &cido nucleico

ou um &acido nucleico que codifica uma tal fonte L3 e L5.

Numa concretizacdo preferida, uma fonte L5 ou uma fonte L3
e L5 compreende pelo menos uma proteina L3 e/ou L5 e/ou
pelo menos um fragmento de proteina de L3 e/ou L5. Numa
forma de realizacdo mais preferida, uma fonte de L3 e/ou L5
compreende pelo menos duas proteinas L3 e/ou L5 e/ou pelo
menos dois fragmentos de proteina de L3 e/ou L5. Esta forma
de realizacdo refere-se a uma fonte a base de proteina, de

preferéncia uma vacina a base de proteina.

Deve ser mencionado que, numa forma de realizacéo
preferida, uma fonte L3 e/ou L5 tal como aqui identificada
ndo poderia ser entendida como englobando um Extrato de
Proteina Ribossomal (RPE) como identificado na WO
2009/090175. Um RPE pode ser obtido executando as seguintes
etapas utilizando uma célula parasita que causa uma doenca

parasitdria quando presente num sujeito:

a. misturando uma célula parasita com um tampdo de lise,
b. centrifugar a mistura obtida para se obter um extrato
citosdlico,

c. preparando um RPE a partir do extrato citosdlico obtido.

Por conseguinte, numa realizacdo preferida, uma fonte L3

e/ou L5 nd3o é um RPE como definido acima.

Noutra realizacdo preferida, uma fonte L5 ou uma fonte L3 e
uma fonte L5 compreende pelo menos um &cido nucleico que
codifica L3 e/ou L5 e/ou pelo menos um acido nucleico que
codifica um fragmento proteico de L3 e/ou L5. Numa forma de
realizacdo mais preferida, uma fonte L5 ou uma fonte L3 e

L5 compreende pelo menos dois 4cidos nucleicos que
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codificam uma proteina L3 e/ou L5 e/ou pelo menos dois
dcidos nucleicos que codificam fragmentos de proteina de L3
e/ou L5. Esta forma de realizacdo refere-se a uma fonte a
base de &cido nucleico, de preferéncia uma vacina a base de

4dcido nucleico.

A fonte de L3 e/ou L5 pode ser uma proteina, uma digestdo
da proteina e/ou um seu fragmento, que pode estar numa
forma purificada ou pode estar compreendida dentro de uma
composicdo bruta, de preferéncia de origem bioldgica, tal
como uma bactéria lizada, lizado de levedura, lizado de
fungos, sonicato ou fixado. Alternativamente, uma fonte L5
ou uma fonte L3 e uma fonte L5 podem ser sintetizadas
quimicamente ou produzidas enzimaticamente 1in wvitro. A
fonte de uma proteina L3 e/ou L5, ou um seu fragmento,
também pode ser um &cido nucleico que codifica a referida
proteina, ou um seu fragmento, a partir de um molde de ARN
ou ADN. As moléculas de ARN ou de ADN podem ser ADN "nus",
de preferéncia incluidas em vesiculas ou lipossomas, ou

podem estar incluidas num vetor.

O vetor pode ser qualquer vetor de  ADN ou ARN
(recombinante) conhecido na técnica e, de preferéncia, ¢ um
plasmideo; em que o0s genes que codificam antigénios de
laténcia estdo operacionalmente ligados a sequéncias
reguladoras que conferem expressédo e traducéo dos
mensageiros codificados. O vetor pode também ser qualquer
virus de ADN ou ARN, tal como, mas ndo limitado a,
Adenovirus, Virus Adeno Associado (AAV), um retrovirus, um
lentivirus, virus Vaccinia Ankara modificado (MVA) ou virus
Fowl Pox ou qualguer outro viral capaz de conferir a
expressdo de polipéptidos a um individuo escolhido. Os
vetores de ADN podem ser ndo-integradores, tais como

vetores que replicam episomalmente, ou podem ser vetores
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gque se integram no genoma do hospedeiro por integracéo

aleatdéria ou por recombinacdo homdloga.

As moléculas de ADN compreendendo genes que codificam uma
proteina L3 e/ou L5, ou seus fragmentos de acordo com a
presente invencdo, opcionalmente incorporados num vetor tal
como um virus ou plasmideo, podem ser integrados num genoma
de um sujeito. Numa forma de realizacdo preferida da
invencdo, tal hospedeiro pode ser um microrganismo. De
preferéncia, um tal microrganismo recombinante & um
Mycobacterium, por exemplo da espécie M. tuberculoses M.
smegmatis (Yue, Y. et al., (2007), J. Virol. Meth., 141:
41-48, Cayabiyab Y. et al. (2006), J. Virol., 80: 1645-
1652) ou M. bovis e mais preferencialmente M. Dbovis
Bacillus Calmette Guerin (BCG) ou M. Smegmatis, capazes de
fornecer a um hospedeiro os polipéptidos ou o0s seus
fragmentos de acordo com a invencdo. A BCG recombinante e
os métodos para a recombinacdo s&do conhecidos na técnica;
por exemplo, em W02004094469. Tal micro-organismo
recombinante pode ser formulado como uma vacina viva
recombinante viva e/ou atenuada viva, como por exemplo em
Jacobs et al. 1987, Nature, 327 (6122): 532-5). 0 vetor
pode também estar compreendido num hospedeiro de origem
bacteriana, tal como, mas ndo limitado a, bactérias vivas-

atenuadas e/ou recombinantes de Shigella ou Salmonella.

Qualguer adjuvante conhecido pode ser utilizado na presente
invencdo. O especialista em conhecimentos conhece varios
adjuvantes adequados. Os adjuvantes sédo mais
preferencialmente seleccionados a partir da seguinte lista
de adjuvantes: péptidos catidénicos (antimicrobianos),
saponina e ligandos do recetor tipo Toll (TLR) tais como,
mas ndo se limitando a, poli (I:C), motivos CpG, LPS,

lipido A , Lipopéptido Pam3Cys e flagelinas bacterianas ou
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suas partes, e os seus derivados com modificacdes quimicas.
Outros adjuvantes preferidos para utilizacdo no método e
nas composicdes de acordo com a invencdo sdo: misturas com
BCG wvivos ou mortos, complexos de imunoglobulina com os
referidos antigénios de laténcia ou partes destes, IC31 (de
www.intercell.com, WO003047602), QS21/MPL (US2003095974),
DDA/MPL (W02005004911), DA/TDB (WO2005004911; Holten-
Andersen et al, 2004 Infect Immun.2004 Mar; 72 (3): 1608-
17) e LAG3 soltvel (CD223) (de www Além disso, outro
adjuvante preferido inclui a utilizacdo de Corynebacterium

paryum ou Propionobacterium acnes (64, 65, 66).

Os adjuvantes particularmente preferidos sdo aqueles qgue
sdo conhecidos por atuarem através dos recetores tipo Toll.
Os adjuvantes que sdo capazes de ativacdo do sistema
imunitdrio inato, podem ser particularmente ativados
através de recetores tipo Toll (TLR's), incluindo TLR's 1 -
10 e/ou através de uma proteina RIG-1 (proteina indocivel
no &cido retindico-1) e/ou através de um recetor de
endotelina. Os compostos capazes de ativar recetores de
TLR, e suas modificacdes e derivados, estédo bem
documentados na técnica. TLR1 pode ser ativado por
lipoproteinas bacterianas e formas acetiladas, TLR2 pode
ser ativado por glicolipidos bacterianos Gram positivos,
LPS, LPA, LTA, fimbriai, proteinas de membrana externa,
proteinas heatshock de bactérias ou do hospedeiro, e Mico
bacterial lipoarabinomannans. TLR3 pode ser ativado por
dsRNA, em particular de origem viral, ou pelo composto
gquimico poli (I: C). TLR4 pode ser ativado por LPS Gram
negativo, LTA, proteinas de chogque térmico do hospedeiro ou
de origem bacteriana, revestimento viral ou proteinas de
envelope, taxol ou seus derivados, hialuronano contendo
oligossacaridos e fibronectinas. O TLRbL pode ser ativado

com flagelos bacterianos ou flagelina. O TLR6 pode ser
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ativado por lipoproteinas micobactérias e fator
Streptococcus soluvel ao calor (GBS-F) ou Staphylococcal
modulins do grupo B. TLR7 pode ser ativado por
imidazoquinolinas e derivados. TLR9 pode ser ativado por
ADN CpG ndo metilado ou complexos cromatina - IgG. Em
particular TLR3, TLR4, TLR7 e TLRY9 desempenham um papel
importante na mediacdo de uma resposta imune inata contra
infecdes wvirais, e os compostos capazes de ativar estes
recetores sdo particularmente preferidos para utilizac&o na
invencéo. Os adjuvantes particularmente preferidos
compreendem, mas nao estao limitados a, compostos
produzidos sinteticamente compreendendo dsRNA, poli (I:C),
ADN CpG nédo metilado que ativam recetores TLR3 e TLRO,
IC31, um agonista de TLR9, IMSAVAC, um agonista de TLR4.
Noutra realizacéo preferida, 0s adjuvantes estdo
fisicamente ligados a uma fonte L3 e/ou L5 tal como
definido aqui. A ligacdo fisica de adjuvantes e compostos
co estimuladores ou grupos funcionais ao epitopo de HLA
classe I e HLA classe II compreendendo péptidos proporciona
uma resposta imunitéria aumentada por estimulacéo
simultdnea de células apresentadoras de antigénio, em
particular células dendridicas, que internalizam,
metabolizam e exibem antigénio. Outro composto de
modificacdo imunitéaria preferido ¢ um inibidor de adesdo de
células T, mais preferencialmente um inibidor de um recetor
de endotelina tal como BQ-788 (67). BQ-788 é N-cis-2,6-
dimetilpiperidinocarbonil-L-gama-metil-leucil-D-1-

metoxicarboniltriptofanil-D-norleucina. Contudo, qualquer
derivado de BQ-788 ou composto BQ-788 modificado estéa

também englobado dentro do ambito desta invencédo.

Outros adjuvantes incluem  MPL-SE (Glaxo Smithkline

Biologicals, Bélgica) ou EM005 (IDRI America).

16/170



Numa realizacdo preferida, um adjuvante ¢ um adjuvante
promotor de Thl (como um adjuvante compreendendo um motivo
CpG ODN). Um adjuvante promotor de Thl foi definido na
literatura (68) como um adjuvante que ¢é capaz de promover
ou desencadear uma resposta imunitédria Thl contra um dado
antigénio quando utilizado em conjunto com este antigénio
(aqui uma fonte L3 e/ou L5) como detetado em sobrenadantes
de esplendcitos de um sujeito tratado gquando cultivado com
o antigénio. Como controlo, a promocdo ou desencadeamento
de uma resposta imunitdria Thl é avaliada numa populacdo de
esplenécitos do mesmo individuo que nédo foi tratada com o
antigénio e o adjuvante, ou com a mesma populacdo apenas
tratada com o antigénio. O desencadeamento ou a promocdo de
uma resposta imunitdria Thl é preferencialmente definido
pela inducdo de IFNO como detetado por cultura de
esplenécitos de um sujeito tratado com o antigénio e/ou
induzindo a producdo de imunoglobulinas IgG2a especificas
de antigénio. A avaliacdo da inducdo desta citocina ¢é
realizada preferencialmente por ELISA em esplendcitos como
descrito no exemplo. A avaliacdo da inducdo de IgG2a é
realizada preferencialmente por ELISA ou Western Blot como
descrito no exemplo 1. A inducdo de IFN® e/ou IgG2a por
estimulacdo de esplendécitos com uma fonte L3 e/ou L5 e um
adjuvante que significa preferencialmente que o adjuvante é

qualificado como adjuvante promotor de Thl.

Alternativamente ou em combinacdo com a primeira definicdo
de desencadeamento ou promocdo de uma resposta imunitéria
Thl dada acima, desencadear ou promover uma resposta
imunitdria Thl pode ainda ser definida pela auséncia (ou
auséncia de uma inducdo) de uma resposta imunitdria Th2.
Uma resposta imunitédria Th2 é caracterizada por um aumento

detetédveis na inducdo de IL-4, IL-10 e/ou na producdo de
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imunoglobulinas IgGl detetéveis em comparacéao com

esplenécitos ndo tratados.

A avaliacao da inducéao de IL-4 e/ou IL-10 é
preferencialmente realizada por ELISA em esplendcitos como
descrito no exemplo. A avaliacdo da inducdo de uma IgGl é
preferencialmente realizada por ELISA ou Western Blot como

descrito no exemplo 1.

Alternativamente ou em combinacdo com as duas primeiras
definicdes de desencadeamento ou promocdo de uma resposta
imunitdria Thl acima 1ndicada, o desencadeamento ou a

promocdo de uma resposta imunitdria Thl pode ainda ser
definido pela geracdo de um aumento na proporcdo IFNO/IL-

10 e/ou IFN ©/IL-4 e/ou uma diminuicdo da razdo IgGl/IgG2a
contra um antigénio definido, nesse caso uma fonte de L3 e
/ou L5. Numa realizacdo preferida, uma alteracdo (aumento
ou diminuicdo como indicado acima) em gqualgquer uma destas
proporcdes de mais do que 2 indica que um adjuvante tem
propriedades Thl. A avaliacdo da inducdo de cada uma das
citocinas mencionadas ¢ realizada preferencialmente por
ELISA em esplendécitos como descrito no exemplo. A avaliacéo
da inducdo de uma imunoglobulina IgGl ou IgG2a ¢é
preferencialmente realizada por ELISA ou Western Blot como

descrito no exemplo 1.

Numa forma de realizacdo preferida, um adjuvante promotor
de Th-1 é, ou compreende, ou consiste em, um
oligodesoxinucledtido. Mais preferencialmente, um
oligodesoxinucledétido (ODN) compreende ou consiste em CpG
em que o C ndo ¢ metilado (CpG ODN): 3'purina-CpG-
S'pirimidina. Um oligodesoxinucledétido preferido €&, ou
compreende, ou consiste em, uma sequéncia ODN fosforotioato

modificada. A utilizacdo de oligodesoxinucledtido possuindo
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tal modificacé&o é vantajosa uma vez que 0s
oligodesoxinucledétidos wutilizados deste modo sdo mais
estdveis do que o0s oligonucledtidos ndo modificados e,
portanto, ndo serdo facilmente degradados uma vez que estédo
na corrente sanguinea. Um adjuvante promotor de Th-1
preferido consiste em, ou compreende, pelo menos um motivo
CpG, pelo menos dois, ou pelo menos trés. As sequéncias
preferidas do ODN imune estimulador (5 'a 3') foram
TCAACGTTGA (SEQ ID NO: 5) e GCTAGCGTTAGCGT (SEQ ID NO: 6).
O especialista na técnica ndo estd limitado as sequéncias
agqui explicitamente descritas. Ele/ela pode desenhar outras
sequéncias e posteriormente testé-las para a sua
propriedade promotora de Th-1 como definido anteriormente
neste documento. Este CpG ODN adjuvante identificado
preferido é altamente atraente uma vez que foi demonstrado
no exemplo que a co inoculacdo de LRPE com este adjuvante
promotor de Thl induz protecdo contra um desafio com L.
parasitos maiores em estirpes de rato BALB/c e CH7BL/6. Em

ambos 0s modelos, a protecdo correlaciona-se a uma producédo

especifica de IFN-©. Em BALB/c, foi também detetada uma

restricdo na producdo de IL-4 e IL-10.

A invencdo proporciona uma utilizacdo de uma fonte L5 ou
uma fonte L3 e uma fonte L5 adequada como 1) preventiva
(profiléatica), 2) pbs-exposicdo/infecdo ou 3) vacina
terapéutica/curativa. Uma vantagem da presente invencdo ¢é
que permite a preparacdo de uma preparacdo médica para o
tratamento de um espectro mais amplo de doencas
parasiticas, isto é, uma preparacéo médica com
especificidade de espécies cruzadas. Em muitas doencgas
parasitarias, uma vacina contra uma espécie especifica, sb
funciona contra essa espécie especifica. Um exemplo de uma
doenca parasitaria em que neste caso é a leishmaniose. No

momento, a doenca é controlada por drogas, mas o tratamento
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medicamentoso n&o previne a propagacdo da doenca e, em
muitos casos, ndo é muito eficaz. Numa forma de realizacédo
preferida, uma doenca parasitdria é a leishmaniose ou a
malédria. Mais preferencialmente, uma doenca parasitéria é
causada por uma espécie de Leishménia ou por uma espécie de
Plasmodium. Numa outra forma de realizacdo preferida, uma
doenca parasitdria é causada por uma espécie diferente da
espécie a partir da gqual se origina uma fonte L3 e/ou L5.
Em particular, a leishmaniose causada por uma espécie do
género Leishménia pode ser tratada utilizando uma
composicdo baseada numa fonte L3 e/ou L5 de outra espécie
de Leishmdnia uma wvez gque como demonstrado na parte
experimental (ver exemplo 2) hombdélogos L3 e L5 de Varias
espécies de Leishmdnia s&o altamente conservadas (pelo
menos 90% de identidade, ver tabela 1). Além disso, 7jéa
demonstramos na parte experimental (ver exemplos 1 e 3) que
as proteinas L5 e L5 de Leishménia major s&o capazes de
proteger contra uma 1infecdo por Leishmdnia major ou
Leishménia braziliensis. Numa realizacdo, a leishmaniose
causada por L. major ¢é tratada com sSucesso com uma
composicdo compreendendo uma fonte L3 e/ou L5 de L.
infantum, L. chagasi, L. amazonenses ou L. braziliensis.
Noutra realizacdo, a leishmaniose causada por L. chagasi ou
L. amazonenses € tratada com sucesso CoOom uma Ccomposigédo
compreendendo uma fonte L3 e/ou L5 de L. infantum. Noutra
realizacdo, a leishmaniose causada por L. major ou L.
braziliensis ¢é tratada com sSucesso com uma composicédo
compreendendo uma fonte L3 e/ou L5 de L. major.
Alternativamente, outras doencas parasitédrias, tais como a
maldria, podem ser tratadas com sucesso com uma composicado
baseada numa fonte L3 e/ou L5 de outra espécie, por exemplo
com base numa fonte L3 e/ou L5 de L. infantum ou L. Major

ou L. mexicana ou L. braziliensis.
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No contexto da invencdo, um sujeito significa um ser humano
ou um animal. Um animal que estd englobado no éadmbito da

invencdo inclui um mamifero, de preferéncia um céo.

Numa realizacdo preferida, ¢ utilizado um medicamento (ou
preparacao médica ou composicéao farmacéutica ou
medicamento) como aqui definido para aumentar a capacidade
de um sistema imunitdrio humano ou animal para lutar contra
uma infecdo e/ou uma doenca, mais preferencialmente uma
infecdo parasitdria e/ou uma doenca parasitéaria. Em
particular, pode ser utilizado para administracdo a um
individuo humano ou animal. Um medicamento tal como aqui
definido é preferencialmente administrado por via
parentérica, por exemplo por injecdo ou infusdo por via
intravenosa, subcutédnea, intra peritoneal, intramuscular,
intra-arterial ou intralesional. Um modo de administracéao
preferido é subcutdneo. A invencdo ndo se limita a um modo
especifico de administracdo de uma fonte L5 ou uma fonte L3
e uma fonte L5. Um modo de administracdo preferido é a
administracdo oral utilizando uma cépsula ou um comprimido.
Alternativamente, uma fonte L5 ou uma fonte L3 e uma fonte
L5 podem ser administradas localmente através de um cateter
ou uma bomba, ou um supositdério. Alternativamente, uma
fonte L5 ou uma fonte L3 e uma fonte L5 podem ser
administradas topicamente. A formulacdo de uma fonte L5 ou
de uma fonte L3 e L5 ou de uma composicdo compreendendo uma
fonte L5 ou uma fonte L3 e uma fonte L5 depende do modo de
administracdo pretendido e da aplicacdo (terapéutica). Um
veiculo farmacéutico pode ser qualgquer substéancia
compativel, ndo tdéxica, adequada para fornecer uma fonte L5
ou uma fonte L3 e uma fonte L5 a um individuo. Por exemplo
estéril, &gua ou sdlidos ou excipientes inertes podem ser
utilizados como transportadores, habitualmente

complementados com adjuvantes, agentes tampdo, agentes
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dispersantes e semelhantes, farmaceuticamente aceitaveis.
As composicdes estardo quer em liquido, gquer uma sSuUSpensao
estabilizada de uma fonte L5 ou uma fonte L3 e L5, ou uma
composicdo compreendendo uma fonte L5 ou uma fonte L3 e uma
fonte L5, ou sob formas sdélida e/ou seca; em pd. Para
administracdo oral e rectal, uma fonte L5 ou uma fonte L3 e
uma fonte L5 podem ser administradas em formas de dosagem
sbélidas, tais como cépsulas, comprimidos, supositdrios e
pds, ou em formas de dosagem liquidas, tais como elixires,
xaropes, cremes, pomadas e suspensdes. Outra forma pode ser
uma forma semi-sélida ou semiliquida em que uma fonte L5 ou
uma fonte L3 e uma fonte L5 estdo presentes sob a forma

liquida num suporte sélido tal como um penso.

Um medicamento pode ser combinado com um meio
farmaceuticamente aceitédvel ou veiculo de entrega por
técnicas convencionais conhecidas na técnica. Por exemplo,
uma fonte L5 ou uma fonte L3 e uma fonte L5 e opcionalmente
um adjuvante podem ser dissolvidos em tampdo fosfato salino
(PBS) . Os métodos para preparar composicdes administriveis
por via parentericamente sdo bem conhecidos na técnica e
descritos em mais pormenores em varias fontes, incluindo,
por exemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences, Ed. AR
Gennaro, 202 edicdo, 2000, Williams & Wilkins, PA, EUA. Um
medicamento ¢ de preferéncia administrado numa dose
terapeuticamente eficaz, isto &, uma que ir4d aumentar a
capacidade do sistema imunitédrio humano ou animal para
combater wuma infecdo e/ou wuma doenca tal como aqui
definida. Preferencialmente, uma dose terapeuticamente
eficaz de uma preparacdo médica da invencdo ¢é capaz de
desencadear uma resposta imunitédria como aqui definida: uma
dose é terapeuticamente eficaz quando é capaz de provocar
uma resposta imunitéria num sujeito tratado que

preferencialmente significa que & capaz de promover ou
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desencadear uma resposta imunitéria Thl contra um
determinado antigénio L3 e/ou L5 e/ou que incapaz de
prevenir e/ou atrasar o desenvolvimento de wuma lesdo
dérmica ou mucosa e/ou induz uma reducdo significativa da
carga parasita cuténea e/ou mucosa e/ou num ouvido e/ou num
nédulo linfadtico drenante (DLN) que preferencialmente drena
qualguer uma destas regides infetadas (regido dérmica,
mucosa, orelha), bem como num érgdo interno tal como figado
, baco, medula &éssea, rim, cérebro, etc. A avaliacdo da
presenca de uma lesdo dérmica é descrita no exemplo 1 (ver
figura 4: inchaco da almofada da pata). A avaliacdo de uma
carga parasitédria é descrita no exemplo (ver figura 4). Uma
dose terapeuticamente eficaz de um medicamento da invencéo
evitard de preferéncia o desenvolvimento de uma leséo
dérmica e/ou induz preferencialmente uma reducdo da carga
parasitdria numa orelha de aproximadamente 3 ordens de
grandeza e/ou de aproximadamente uma magnitude semelhante
num DLN apds um periodo de tempo compreendendo uma primeira
vacinacdo utilizando uma composicdo da invencdo seguida de
uma infecdo sequencial com um parasita e um tempo de espera
de aproximadamente 6 semanas. Numa forma de realizacédo
preferida, um medicamento tal como aqui definido € uma
vacina. Numa realizacdo mais preferida, pelo menos 12ug de
uma fonte L5 ou uma fonte L3 e uma fonte L5 estd a ser
utilizada numa vacina. A quantidade de uma fonte L5 ou uma
fonte L3 e L5 utilizada refere-se a quantidade total de L3
e L5 utilizados. Numa concretizacdo ainda mais preferida,
pelo menos 12-20 mg de uma fonte L5 ou uma fonte L3 e uma
fonte L5 devem ser wutilizadas para proporcionar uma
resposta imunitédria opcionalmente em combinacdo com pelo
menos 50 mg de um adjuvante, de preferéncia um adjuvante
promotor de Thl tal como por exemplo, CpG ODN. Uma vacina
como aqui definida pode ser uma vacina profildtica ou

terapéutica. O volume em que uma fonte L5 ou uma fonte L3 e
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uma L5 e opcionalmente um adjuvante, de preferéncia um
adjuvante promotor de Thl pode ser dissolvido pode variar

de 100-500 microlitros.

Composicéo

Num outro aspeto, é proporcionada uma composicédo
compreendendo uma fonte L5 ou uma fonte L3 e uma fonte L5 e
opcionalmente um adjuvante, de preferéncia um adjuvante
promotor de Thy;. Uma fonte L5 ou uma fonte L3 e uma fonte
L5 e um adjuvante j& foram aqui definidos. Numa realizacéo
preferida, uma composicdo consiste numa fonte L5 ou uma
fonte L3 e uma L5 e um adjuvante promotor de Thl. Um
adjuvante promotor de Th; preferido é um CpG ODN. Uma
composicdo preferida compreende ou consiste numa fonte L5
ou uma fonte L3 e L5 e opcionalmente um adjuvante,
preferencialmente um adjuvante promotor de Thl dissolvido
em PBS. Numa outra forma de realizacdo preferida, é também
abrangido pela presente invencdo que uma fonte L5 ou uma
fonte L3 e uma L5 e um adjuvante, preferencialmente um
adjuvante promotor de Th- sé&o administrados
sequencialmente. Por conseguinte, ambos os componentes néo
necessitam estar fisicamente presentes numa Unica
composicdo desde que ambos sejam administrados a um

individuo.

Tal composicdo pode ainda compreender um adjuvante e/ou

veiculo farmaceuticamente aceitavel.

Tal composicdo ¢é de preferéncia para uso como um
medicamento. O medicamento é de preferéncia uma vacina. A
medicina, o adjuvante e a vacina j& foram aqui amplamente
definidos. Uma composicdo pode estar na forma liquida,

sélida ou semiliguida ou semi-sélida, como aqui definido.
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Numa realizacédo preferida, sdo utilizados outros compostos
sequencialmente ou simultaneamente com uma fonte L5 ou uma
fonte L3 e uma fonte L5 para melhorar a especificidade do
tratamento terapéutico ou profildtico. E vantajoso, por
exemplo, utilizar outros compostos que irdo aumentar ainda
mais a resposta imunitdria do individuo tratado. Mais
preferencialmente, tais compostos ndo estdo presentes numa
inica composicdo em conjunto com uma fonte L5 ou uma fonte
L3 e uma fonte L5. Por exemplo, os referidos compostos sé&o
seleccionados de um grupo constituido por uma fonte de
outras proteinas de um parasita que causa uma doenca
parasitdria (19) tal como a Leishmaniose. Uma fonte de uma
determinada proteina ¢é dada o mesmo significado que uma
fonte de L3 ou L5 como definido anteriormente neste
documento. Uma proteina preferida é neste contexto outra
proteina ribossdémica tal como S6 ou S4. As proteinas
divulgadas neste contexto sdo uma histona tal como H2A,
H2B, H3, H4 ou outra proteina ribossdmica tal como Li2A

(LiP), LiP2b (LiP '), LiPO, L2, L7, L8, L16 e L109.

Uma proteina H2A descrita é representada pela SEQ ID NO: 7.
Um 4cido nucleico revelado que codifica um H2A &
representado pela SEQ ID NO: 8. Uma proteina H2B revelada é
representada pela SEQ ID NO: 9. Um &cido nucleico revelado
que codifica um H2B é representado pela SEQ ID NO: 10. Uma
proteina H3 revelada é representada pela SEQ ID NO: 11. Um
dcido nucleico divulgado que codifica um H3 é representado
pela SEQ ID NO: 12. Uma proteina H4 revelada é representada
pela SEQ ID NO: 13. Um &cido nucleico revelado codificando
um H4 é representado pela SEQ ID NO: 14. Uma Li2A revelada,
também denominada proteina LiP2a, é representada por SEQ ID
NO: 15 ou 16. Um &cido nucleico revelado codificando um

Li2A é representado pela SEQ ID NO: 17. A SEQ ID NO: 17 é
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uma sequéncia gendmica. O especialista na técnica pode
derivar sequéncias de codificacdo a partir desta sequéncia
gendmica. Tais sequéncias de codificacdo correspondem a um
dcido nucleico que codifica um ARNm que codifica para uma
proteina Li2A representada por SEQ ID NO: 15 ou 16: uma do
nucledétido 791 a 1111 e uma de 1662 a 1982 da SEQ ID NO:
17.

Uma proteina LiP2b revelada é representada pela SEQ ID NO:
18. Um &cido nucleico revelado que codifica um LiP2b é
representado pela SEQ ID NO: 19. Uma proteina LiP0 revelada
¢ representada pela SEQ ID NO: 20. Um é&cido nucleico
revelado codificando um LiP0 é representado pela SEQ ID NO:

21.

SEQ ID NO: 8, 10, 12, 14, 19 e 21 s&do sequéncias gendmicas.
O especialista poderd derivar outras codificando sequéncias
a partir destas sequéncias gendmicas. Tais outras
sequéncias de codificacdo correspondem a um &acido nucleico
que codifica um ARNm que codifica a respetiva proteina:
Estas sequéncias de &acido nucleico s&o representadas pelas

SEQ ID NO: 68, 69, 70,71, 72 e 73, respetivamente.

Uma proteina L2 revelada é representada pela SEQ ID NO: 22.
Um &4cido nucleico revelado que codifica L2 é representado
por SEQ ID NO: 23. Uma proteina L7 revelada é representada
pela SEQ ID NO: 24. Um &cido nucleico revelado codificando
um L7 é representado pela SEQ ID NO: 25. Uma proteina LS8
revelada ¢é representada pela SEQ ID NO: 26. Um é&acido
nucleico revelado codificando um L8 é representado pela SEQ
ID NO: 27. Uma proteina L16 revelada é representada pela
SEQ ID NO: 28. Um &cido nucleico revelado que codifica um
L16 é representado pela SEQ ID NO: 29. Uma proteina L19

revelada é representada pela SEQ ID NO: 30. Um
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dcido nucleico revelado codificando um L19 & representado
pela SEQ ID NO: 31. Uma proteina S4 preferida ¢é
representada pela SEQ ID NO: 32. Um 4&cido nucleico
preferido que codifica um S4 é representado pela SEQ ID NO:
33. Uma proteina S6 preferida é representada
por SEQ ID NO: 34. Um &4cido nucleico preferido que codifica
um S6 é representado pela SEQ ID NO: 35. Outro exemplo & o
uso de poli proteinas contendo varios antigenos
parasitarios (63, 65). Um exemplo de uma poliproteina é a
proteina Q tal como identificada em EP1141305. Uma molécula
de &cido nucleico que codifica a proteina Q é representada
pela SEQ ID NO:36 o correspondente codificado a proteina Q
& representada pela SEQ ID NO: 37. A proteina Q ou uma
parte ou um seu fragmento ou uma fonte de proteina Q ou uma
fonte de um fragmento de proteina Q pode ser utilizada em
combinacdo com uma fonte L5 ou uma fonte L3 e uma fonte L5.
Outro exemplo de uma poliproteina é Leish-110f (69). Leish-
110f ou uma parte ou um seu fragmento ou uma fonte de
Leish-110f ou uma fonte de um fragmento de Leish-110f pode
ser utilizado em combinacdo com uma fonte L5 ou uma fonte

L3 e uma fonte Lb.

No préximo paradgrafo, uma fonte de uma proteina de histona
¢ tomada como um exemplo de uma proteina que pode ser usada
em uma fonte L5 ou uma fonte L3 e uma fonte L5. O mesmo é
valido para outras proteinas definidas acima, de
preferéncia outras proteinas ribossdémicas que L3 e/ou Lb5.
Os compostos preferidos incluem uma proteina de histona ou
um seu fragmento, ou um nucleico &cido gque codifica a
referida histona ou o referido fragmento de histona. Mais
preferencialmente, uma proteina histona ¢ H2A, H2B, H3 e/ou
H4 como identificado em EP 1 ©87 023. As histonas H2A, H2B,
H3 e H4 s&o proteinas nucleares bem conservadas e a sua

sequéncia é bem conhecida na técnica, ver referéncia 39. De
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preferéncia, as histonas s&do obtidas a partir de um
organismo que estd prdéximo da doenca que causa o0 organismo
na &arvore evoluciondria. Portanto, de particular interesse
como fonte de histonas a serem utilizadas no tratamento de
doencas parasitdrias tais como a leishmaniose s&o o0s
protozodrios e, em particular, 0s membros do
tripanossomdtico da familia, mais em particular espécies

diferentes do protozoadrio tripanossomdtico Leishménia.

Outros compostos preferidos incluem outra proteina
ribossdémica ou um seu fragmento ou uma molécula de &acido
nucleico codificado da referida proteina ou seu fragmento.

Exemplos de outras proteinas ribossédmicas incluem S6 e S4.

Outras composicdes divulgadas incluem um extrato de

proteina ribossdémica como identificado na WO 2009/090175.

Cada um dos compostos ou fontes de cada um destes compostos
pode ser utilizado em combinacdo com uma fonte de
L5 ou de L3 e L5. A utilizacdo combinada pode ser

sequencial ou simulténea.

Numa forma de realizacdo preferida, ¢ utilizada uma fonte
L5 ou uma fonte L3 e uma fonte L5 em combinacdo com um S4
e/ou um S6. Mais preferencialmente uma fonte L3, uma L5,
uma S4 e uma fonte S6 sdo utilizadas em combinacdo. Noutra
solucdo mais preferida, uma fonte L3, uma L5 e uma fonte S4
sdo utilizadas em combinacéo. Numa outra forma de
realizacdo mais preferida, um L3, um L5 de uma fonte S6 sé&o
usados em combinacdo. Demonstrou-se (ver exemplo 5) que a
utilizacdo combinada de L3, L5 e S4 estava proporcionando
protecdo sinérgica em comparacdo com a utilizacdo de L3 ou
L5 ou S4 sozinho. Neste contexto, uma proteina S4 preferida

¢ representada pela SEQ ID NO: 32. Um &cido nucleico
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preferido que codifica um S4 é representado pela SEQ ID NO:
33. Uma proteina S6 & representada pela SEQ ID NO: 34. Um
dcido nucleico preferido que codifica um S6 & representado
pela SEQ ID NO:35. O termo "fonte" quando usado em "uma
fonte S4 e/ou S6" tem o mesmo significado que o termo

"fonte" quando usado em "Fonte L5 ou uma fonte L3 e L5".

Em conformidade, numa forma de realizacdo preferida, uma
fonte S4 é& um polipéptido compreendendo uma sequéncia de
aminodcidos que tem pelo menos 60% de identidade de
sequéncia ou similaridade com a sequéncia de aminoacidos
SEQ ID NO: 32 e/ou que codificada por
uma sequéncia nucleotidica que tem pelo menos 60% de

identidade com SEQ ID NO: 33.

Em conformidade, numa forma de realizacdo preferida, uma
fonte S6 é& um polipéptido que compreende uma sequéncia de
aminoadcidos que tem pelo menos 60% de identidade de
sequéncia ou similaridade com a sequéncia de aminoacidos
SEQ ID NO: 34 e/ou que é codificada por
uma sequéncia de nucleicos que tem pelo menos 60% de

identidade com a SEQ ID NO: 35.

De acordo com isto, numa forma de realizacdo preferida, uma
fonte S4 é& um &4cido nucleico compreendendo uma sequéncia
nucleotidica que tem pelo menos 60% de identidade de
sequéncia com a sequéncia de nucledtidos SEQ ID NO: 33 e/ou
que codifica um aminoidcido que tem pelo menos 60% de

identidade ou similaridade com SEQ ID NO: 32.

Dependendo do tipo de fonte utilizada (baseada em proteinas
ou baseada em acido nucleico), o) especialista
tipo de formulacdo. Uma fonte pode ser administrada como

tal (proteina nua ou &cido nucleico). Alternativamente, uma

29/170



fonte Dbaseada em &cido nucleico pode ser administrada
utilizando wuma construcdo de 4acido nucleico como aqui

definido.

Fonte S6

Num outro aspeto da divulgacdo & proporcionada uma fonte S6
ou uma composicéao compreendendo ou consistindo
numa fonte S6 mas ndo compreendendo uma fonte L3 e/ou uma
fonte L5 e/ou uma fonte S4. Demonstrédmos (ver exemplo 4)
que a utilizacdo de S6 sozinho proporcionava protecédo

contra a infecdo por Leishménia.

O termo "fonte" quando usado em "uma fonte S6" tem o mesmo
significado que o termo "fonte" gquando usado em "um

L5 ou uma fonte L3 e L5 ".

Cada uma da utilizacdo ou método ou tipos de composicgdes
aqui definidos compreendendo uma fonte L5 ou uma L3 e uma

L5 Fonte também se aplicam a uma fonte S6.

De acordo com isto, ¢é revelada uma fonte S6 que & um
polipéptido compreendendo uma sequéncia de aminoacidos que
tem pelo menos 60% de identidade de sequéncia ou
similaridade com a sequéncia de aminodcidos SEQ ID NO: 34
e/ou que ¢é codificado por um nucleotidica que tem pelo

menos 60% de identidade com SEQ ID NO: 35.

De acordo com isto, é revelada uma fonte S6 gue é um acido
nucleico compreendendo uma sequéncia de &cido nucleico que
tem pelo menos 60% de identidade de sequéncia com a

sequéncia de nucledtidos SEQ ID NO: 35 e/ou que codifica
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uma sequéncia de aminodcidos que possui pelo menos 60% de
identidade ou similaridade com SEQ ID NO: 34.
Método

Noutro aspeto, a invencdo proporciona um método para
prevenir e/ou tratar uma doenca parasitdria e/ou atraso
a sua progressdo e/ou capacidade de induzir uma resposta
imunitdria como aqui definida: um método é terapeuticamente
eficaz quando é capaz de provocar uma resposta imunitéria
num individuo tratado que preferencialmente significa que é
capaz de promover ou desencadear um Thl contra um dado
antigénio L5 ou L3 e L5 e/ou contra uma dada fonte L5 ou um
L3 e um L5 origem e/ou que ¢é capaz de prevenir e/ou
retardar o desenvolvimento de uma lesdo dérmica ou mucosa
e/ou induz uma reducdo significativa da carga parasitéria
numa lesdo dérmica e/ou mucosa e/ou numa orelha e/ou numa
linfa drenante (DLN) qgue, preferencialmente, drena qualquer
uma destas regides infetadas (regido dérmica, mucosa,
orelha), bem como num ©&érgdo como figado, Dbaco, medula
6ssea, rim, cérebro, etc. Neste método, uma vacina da
invencdo funciona como uma vacina terapéutica. Tipicamente,
existe um periodo de tempo entre infecdo e doenca. Neste
caso, uma vacina atuar como um produto imunoldgico
farmacoldégico que preveniria e/ou trataria a doenca e/ou
retardaria a sua progressdo provocando no hospedeiro uma
resposta imunitdria gque neutraliza o efeito patoldgico da
infecdo. Uma vacina terapéutica difere de uma vacina
profildtica em gque uma vacina terapéutica irad induzir a
protecdo num doente que Jj& tem a infecdo ou a doenca. A
invencdo abrange uma vacina terapéutica ou uma vacina
profilatica. Nesse método,
Opcionalmente uma fonte S4 e/ou S6 pode ser utilizada em

combinacdo com uma fonte L5 ou uma fonte L3 e uma fonte Lb5.
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Uso

Num outro aspeto, é proporcionada uma utilizacdo adicional
de uma fonte L5 ou uma fonte L3 e uma fonte L5 para
diagnosticar uma parasitédria num individuo. Uma doenca
parasitdria, uma fonte L5 ou uma fonte L3 e uma fonte L5 e
um qui anteriormente definido. Nesta utilizacéo,
opcionalmente, uma fonte S4 e/ou S6 pode ser utilizada em

combinacdo com uma fonte L5 ou uma fonte L3 e uma fonte LS.

Uma vantagem da presente invencdo é que permite atingir um
diagndéstico especifico e precoce de um espectro de doencas

parasitdrias. Um exemplo de uma doenca parasitidria em que

este é&é o <caso ¢é a leishmaniose. Em um uma doenca
parasitéaria é a leishmaniose ou a maléria. Mais
preferencialmente, uma doenca parasitéaria é causada

por uma Leishménia ou por uma espécie de Plasmodium. Numa

outra forma de realizacdo preferida, uma doenca parasitéria

(O

causada por uma espécie diferente das espécies das quais

derivada uma fonte L5 ou uma fonte L3 e uma fonte L5. Em

[0S

particular, a leishmaniose causada por uma espécie do
género Leishménia pode ser diagnosticada utilizando uma
composicdo baseada numa fonte L5 ou uma fonte L3 e L5 de
outra espécie de Leishménia. Numa realizacéo, a
leishmaniose causada por L. major ¢é diagnosticado com
sucesso com uma composicdo compreendendo uma fonte L5 ou
uma fonte L3 e uma fonte L5 de L. mayor, L. infantum,
L. Braziliensis ou L. mexicana. Alternativamente, outras
doencas parasitérias, como a maléria, podem ser
diagnosticadas com sucesso com uma composicdo baseada numa
fonte L5 ou uma fonte L3 e uma fonte L5 de outra espécie,
por exemplo com base em uma fonte L5 ou uma fonte L3 e L5

de L. infantum, L. major, L. braziliensis ou L. mexicana.
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Em principio, qualquer individuo poderia ser diagnosticado
utilizando a invencdo. O método de diagndéstico pode ser
aplicado frequentemente como necessadrio em um assunto. De
preferéncia, um individuo diagnosticado ¢ um individuo
suspeito de ter um risco de ter sido infetado com o
referido parasita causando a referida doenca parasitéria.
Um individuo suspeito de ter o risco de ter sido infetado
com o referido parasita pode viver numa zona endémica ou
ter visitada uma &rea endémica. Uma &4rea endémica inclui
Africa da Argélia para a Ardbia Saudita, OQuénia, Sudao,
Etidpia. Também inclui o) Sul da Europa: paises
mediterrédnicos Espanha, Franca, Grécia, etc., também inclui
Central (Todos os ©paises) e América do Sul: Brasil,
Venezuela, Peru, Bolivia, Coldmbia Norte da Argentina,
Paraguai, Uruguai, Central para o Sudeste Asidtico: India,

Irad, Iraque, Mongdlia, Afeganistdo, Nepal, Bangladesh.

No contexto da invencdo, uma utilizacdo como agqui definida
é preferencialmente uma utilizacdo in vitro ou ex wvivo. De
preferéncia, significa que a referida utilizacdo realizada
numa amostra do referido individuo. As amostras preferidas
incluem sangue, soro, plasma, saliva, liquido
cefalorraquidiano ou urina. Mais preferencialmente, a
amostra é uma amostra de sangue ou de soro obtida de um

individuo.

Numa realizacdo preferida, um diagndéstico é alcancado antes
da aparicdo de um sintoma da referida doenca parasitéaria,
o chamado diagndéstico pré-sintomdtico ou o diagndstico de
um individuo assintomatico. Neste contexto, "pré-
sintomadtico" preferencialmente significa pelo menos um dia,
pelo menos dois dias, pelo menos trés dias, pelo menos

quatro dias, pelo menos c¢inco dias, pelo menos seis
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dias, pelo menos sete dias, pelo menos oito dias, pelo
menos nove dias, pelo menos dez dias, pelo menos, 15 dias,
pelo menos 20 dias, pelo menos 30 dias ou mais antes da
aparicdo de um primeiro sintoma. Um primeiro sintoma ou um
primeiro sinal clinico associada a uma doenca parasitéria
tal como a leishmaniose pode ser selecionada da seguinte
lista: febre, esplenomegalia, hepatomegalia,
linfadenopatia, conjuntivite, dermatite onicogréafica,
queratoconjuntivite, apatia e caquexia. A maioria deles
pode ser simples detetada por exame fisico externo. Cada um
de conjuntivite, dermatite, onicogrifose,

queratoconjuntivite é uma forma de alteracdo cuténea.

Um primeiro sintoma preferido ligado a leishmaniose é a

linfadenopatia. Pode ser detetado por exame como palpacédo.

Noutra realizacdo preferida, ¢ alcancado um diagndstico
antes da aparicéo de alguns dos sintomas de
doenca parasitéria, o chamado diagndéstico de um individuo
oligo sintomédtico. Neste contexto, "oligo sintomatico"
preferencialmente significa um individuo com um minimo de

trés dos sintomas tal como definido acima.

Noutra forma de realizacdo preferida, ¢é alcancado um
diagndéstico antes da aparicdo de todos os sintomas da
referida parasita doenca, o chamado diagndéstico de um
individuo sintomético. Neste contexto, "sintomdtico"
significa ©preferencialmente um pelo menos quatro dos
sintomas tal como definidos acima incluindo uma forma de

alteracdo cutédnea tal como definida acima.

O especialista compreenderd gque o tipo de diagnéstico mais
importante é o diagnéstico de doenca assintomatica

uma vez que ajudard a prevenir a propagacdo da doenca e 0S8
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sujeitos assintomaticos que podem ser curados mais

eficientemente se eles sdo diagnosticados em tal fase.

Neste uso, uma fonte L5 ou uma fonte L3 e uma fonte L5 e/
ou uma fonte S84 e/ou S6 podem ser uma proteina L5 ou
Uma proteina L3 e uma proteina L5 e/ou uma proteina S4 e/
ou S6 ou um fragmento de proteina que s&o utilizados para
detetar a presenca de um anticorpo numa amostra como

explicado na prdéxima seccéo.

Alternativamente, uma fonte L5 ou uma fonte L3 e uma fonte
L5 e/ou uma fonte S4 e/ou S6 podem ser um &cido nucleico
molécula que sdo utilizadas para detetar a presenca de um
dcido nucleico L3 e/ou L5 e/ou S4 e/ou S6 numa amostra como

explicado na prdéxima secdo.

Método

Num outro aspeto é proporcionado um  método para
diagnosticar uma doenca parasitéaria num individuo
utilizando uma fonte de L5 ou uma fonte L3 e uma fonte L5,
compreendendo o método determinar se um anticorpo que
reconhece uma fonte L5 ou um L3 ¢ uma fonte L5 que esté
presente numa amostra obtida a partir do sujeito.
Opcionalmente, uma fonte S4 e/ou S6 pode também ser
utilizada em combinacdo com uma fonte L5 ou uma fonte L3 e
uma fonte L5. Um método preferido da invencdo é como para
um a utilizacdo da invencdo de preferéncia realizada in
vitro ou ex vivo. Uma definicdo foi dada anteriormente

neste documento.

Num método preferido, uma fonte L5 ou uma fonte L3 e uma
fonte L5 estdo presentes numa composicdo. Numa outra

preferéncia, a forma de realizacdo, outro composto esté
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presente que ¢é a referida composicdo. Alternativamente,
nenhum outro composto esté presente na referida

composicéo.

Numa realizacdo preferida, sdo utilizados outros compostos
sequencialmente ou simultaneamente com uma fonte L5 ou uma
L3 e uma fonte L5 para melhorar a especificidade do método.
E vantajoso, por exemplo, utilizar outros compostos que
serdo capazes de discriminar entre sujeitos assintométicos,
oligo sintomaticos ou sintomadticos e wvacinado. Mais
preferencialmente, tais compostos ndo estdo presentes numa
unica composicdo em conjunto com uma fonte de L5
ou uma fonte L3 e uma fonte L5. Cada uma das proteinas
identificadas na seccdo intitulada composicdo pode ser
utilizada neste contexto. Por exemplo, os referidos
compostos sdo seleccionados de um grupo constituido por uma
fonte de outras proteinas de um ©parasita gue causa
uma doenca parasitaria (19), como a leishmaniose. Uma fonte
de uma determinada proteina ¢ dada o mesmo significado que
uma fonte L5 ou uma fonte L3 e uma fonte L5 como definido
anteriormente neste documento. Uma proteina preferida ¢é
neste contexto S6 ou S4. Proteinas divulgadas
sdo uma histona tal como H2A, H2B, H3, H4, outra proteina
ribossémica tal como Li2A (LiP), LiP2b (LiP '), LiPO, L2,
L7, L8, Ll6 e L19.

Outro exemplo é o uso de poli proteinas contendo varios
antigenos ©parasitéarios (59, 61). Um exemplo de uma
poliproteina é a proteina Q como identificada na EP 1 141
305. A proteina Q ou uma parte ou um seu fragmento ou uma
fonte de proteina Q ou uma fonte de um fragmento de
proteina Q pode ser utilizada em combinacdo com uma fonte
L5 ou uma fonte L3 e uma fonte L5. Preferidos,

os antigénios sdo S4 e S6 ou seus fragmentos, ou uma
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molécula de é&cido nucleico que codifica S4 ou S6. Os
antigénios divulgados incluem uma proteina de histona ou um
seu fragmento ou uma molécula de 4&cido nucleico que
codifica a referida histona, em que uma proteina de histona
¢ H2A, H2B, H3 e/ou H4 como identificados em EP 1 687 023.
As histonas H2A, H2B, H3 e H4 sdo proteinas nucleares bem
conservadas e a sua sequéncia é bem conhecida na técnica,
ver referéncia 39. Numa parte da descricdo, as histonas sé&o
obtidas a partir de um organismo que estd prdéximo do
organismo causador da doenca na Aarvore evolutiva. Por
conseguinte, de particular interesse uma fonte de histonas
a ser utilizada no tratamento de doencas parasitédrias tais
como a leishmaniose sdo protozodrios e em determinados
membros da familia dos tripanossomideos, como por exemplo o
plasmddio, tal como Plasmodium falciparum ou mais
em particular espécies diferentes do protozodrio

tripanossomdtico Leishmania.

Num método de diagndéstico mais preferido, uma doenca
parasitdria é diagnosticada quando uma quantidade detetével
de um anticorpo reconhecendo uma fonte L5 ou uma fonte L3 e
uma fonte L5, de preferéncia a proteina ou péptido ou parte
proteica estd presente e/ou quando estd presente um aumento
da quantidade do referido anticorpo. Num individuo o
controlo saudével, o referido anticorpo ndo estd geralmente

detetével.

A detecdo da presenca do referido anticorpo é realizada
utilizando métodos conhecidos do especialista, tais como
um ELISA. As formas preferidas de detecdo estdo descritas

no exemplo 1.

Um anticorpo gque reconhece uma fonte L5 ou uma fonte L3 e

L5, de preferéncia uma proteina ou péptido ou proteina
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preferencialmente significa que estd presente pelo menos um
anticorpo que é capaz de reconhecer pelo menos um composto
presente numa fonte L5 ou uma fonte L3 e uma fonte L5. O
referido composto pode ser uma proteina L5, ou uma proteina
L3 e uma proteina L5,ou um L5 ou um L3 e um fragmento de
proteina L5 ou parte de proteina ou péptido. O mesmo vale

para um anticorpo que reconhece um S4 e/ou uma fonte S6.

Num outro método, uma molécula de &cido nucleico L5, ou L3
e L5 é detetada utilizando outro dcido nucleico
molécula. Uma molécula de éacido nucleico L5, ou L3 e L5 é
de preferéncia uma molécula de &cido nucleico que codifica
um L5, ou um L3 e uma molécula L5 como identificada
anteriormente neste documento ou uma parte do mesmo. Outra
molécula de é&cido nucleico é de preferéncia um iniciador
concebido ara ser capaz de detetar a presenca de uma
molécula de &cido nucleico L5, ou L3 e L5 numa reacdo de
PCR ou por uma molécula de acido nucleico L5
borrdo. O mesmo é valido para um iniciador capaz de detetar

a presenca de uma molécula de &cido nucleico S4 e/ou S6.

Iniciadores preferidos para detetar a presenca de uma
molécula de &cido nucleico L5 ou L3 e L5 compreendem ou

consistem nos seguintes Sequéncias:

Sequéncias de iniciadores para detetar especificamente um

L3 por PCR

Sense, 5'- AACACGAAGGAGGGCAAGGTC-3 '(nucledbtidos 418 a 438
da sequéncia LmL3) (SEQ ID NO: 38) Anti sentido 5'-
CTTCTTCGCGGCCTTTGCCTTG-3 ' (reverso e complementar aos
nucledétidos 1242 a 1263 da sequéncia LmL3) (SEQ ID NO: 39)
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Sequéncias de iniciadores para detetar especificamente um

L5 por PCR

Sense, 5'- TGCACGCTGGCAAATTGGGTAC -3 ' (nucledtidos 10 a 31
da sequéncia LmLb5) (SEQ ID NO: 40) anti sentido 5'-CTT CTT
CGT GCG CAC AGC AG -3 '(reverso e complementar aos
nucledétidos 464 a 483 de A sequéncia LmL5) (SEQ ID NO: 41)

As sequéncias de iniciadores para detetar especificamente

um L3 por Northern blot

5'"- CTTCTTCGCGGCCTTTGCCTTG-3 ' (inversa e complementar aos
nucledbdtidos 1242 a 1263 da proteina ILmL3
(SEQ ID NO: 42)

Sequéncias de iniciadores para detetar especificamente um

L5 por Northern blot

5'"-CTT CTT CGT GCG CAC AGC AG -3 '(reverso e complementar
aos nucledbdtidos 464 a 483 da proteina LmL5
(SEQ ID NO: 43). A detecdo ou um aumento do nivel de
expressdo de um nucledtido L5 ou L3 e L5 é de preferéncia
definida como sendo uma alteracdo detetdvel do nivel de
expressdo do referido &cido nucleico em comparacdo com O
nivel de expressdo da referida molécula de &cido nucleico

num individuo de controlo.

Normalmente, um individuo de controlo n&o compreenderia uma
tal molécula de &cido nucleico L5, ou L3 e L5. De
preferéncia, um aumento do nivel de expressdo de uma
molécula de 4&cido nucleico L5 ou L3 e L5 significa um
aumento de relo menos 5% expressao da sequéncia

nucleotidica utilizando PCR.
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Ensaio

Num outro aspeto, € proporcionado um dispositivo de ensaio
para diagnosticar uma doenca parasitdria num individuo, em
que o dispositivo compreende uma fonte L5 ou uma fonte L3 e
uma fonte L5. Opcionalmente, uma fonte S4 e/ou S6 pode
também estar presente neste dispositivo de ensaio em
combinacdo com uma fonte L5 ou uma fonte L3 e uma fonte L5.
A presenca de um anticorpo especificamente
0 reconhecimento da referida fonte pode ser detetado por
quaisquer métodos convencionais conhecidos pelos
especialistas na técnica (ver, por exemplo, Harlow
E Lane, Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory, 1988). 0Os métodos adequados incluem afinidade
Ensaios de co eletroforese de cromatografia (ACE) e ELISA
de Ensaio de Soro de Imunoensaio ligado a Enzima. De
preferéncia, o Ensaio compreende uma ELISA. VArios ensaios

sdo descritos mails extensivamente abaixo.

Numa realizacdo preferida, um ensaio envolve a utilizacéo
de uma fonte L5 ou uma fonte L3 e uma fonte L5 imobilizada
sobre um suporte sdélido para ligar e remover um anticorpo
da amostra. O referido anticorpo ligado pode entédo ser
detetado utilizando um reagente de detecdo gque se liga ao
complexo [anticorpo] / [fonte L5 ou um L3 e um L5 fonte] e
contém um complexo detetdvel do grupo repdrter. Os
reagentes de detecdo adequados incluem anticorpos gue se
ligam ao [anticorpo] / [fonte L5 ou um L3 e um L5
Fonte] e polipéptido livre marcado com um grupo repdrter
(por exemplo, num ensaio semi-competitivo).
Alternativamente, um pode ser utilizado num ensaio
competitivo, no qual um anticorpo que se liga a uma fonte

L5 ou a uma fonte L3 e L5 é marcado com um grupo repdrter e
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deixou-se ligar a fonte L5 imobilizada ou as fontes L3 e L5
imobilizadas apds incubacdo da fonte com a amostra. A
extensdo a qual os componentes da amostra inibem a ligacéo
do anticorpo marcado & referida fonte L5 ou as referidas
fontes L3 e L5 é indicativa da reatividade da amostra com a
fonte L5 imobilizada, ou fontes L3 e L5 imobilizadas.

Um suporte sé6lido pode ser qualquer material conhecido dos
especialistas na técnica, ao qual uma fonte L5 ou uma fonte
L3 e uma fonte L5 podem estar ligadas. Por exemplo, um
suporte pode ser um poco de teste numa placa de microtitulo
ou uma placa de nitrocelulose ou outra membrana adequada.
Alternativamente, um suporte pode ser um taldo ou disco,
tal como vidro, fibra de wvidro, 1latex ou um pléastico
como poliestireno ou cloreto de polivinilo. Um suporte pode
também ser uma particula magnética ou um sensor de fibra
como os descritos, por exemplo, na Patente U.S. N ° 5 359

681.

Uma fonte L5 ou uma fonte L3 e uma fonte L5 podem ser
ligadas ao suporte sé6lido utilizando uma variedade de
técnicas conhecidas para agqueles na arte. No contexto da
presente invencdo, o termo "ligado" refere-se tanto a
associacdo ndo covalente, tal como adsorcdo e ligacédo
covalente (que pode ser uma ligacdo direta entre o
antigénio e os grupos funcionais no suporte ou pode ser uma
ligacdo por meio de um agente de reticulacdo). A ligacédo
por adsorcdo a um poco numa placa de microtitulacdo ou
a uma membrana. Em tais casos, a adsorgcdo pode ser
conseguida contactando uma fonte L5 ou uma L3 e uma L5
fonte, num tampdo adequado, com o suporte sdélido durante um
periodo de tempo adequado. O tempo de contato varia com a
temperatura, mas é tipicamente entre 1 hora e 1 um dia. Em
geral, o contacto de um poco de uma placa de microtitulo de

plastico (tal como poliestireno ou polivinil-quioreto) com
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uma quantidade de uma fonte L5 ou uma fonte L3 e uma fonte
L5 wvariando de 10ng a 1g e de preferéncia 100ng, ¢é
suficiente para ligar uma quantidade adequada de uma fonte
L5 ou uma fonte L3 e uma fonte L5. Agui também, gquando uma
quantidade ou quantidade de uma fonte L5 ou uma fonte L3 e
uma fonte L5, define a gquantidade total de uma fonte L5 ou

uma fonte L3 e uma fonte L5 utilizada.

A ligacdo covalente de uma fonte L5 ou uma fonte L3 e uma
fonte L5 a um suporte sdélido pode geralmente ser conseguida
fazendo primeiro reagir o suporte com um reagente
bifuncional que reagird tanto com o suporte como com um
grupo funcional, tal como um grupo hidroxilo ou amino, no
polipéptido. Por exemplo, uma fonte L5 ou uma fonte L3 e
uma fonte L5 podem ser ligadas a um suporte tendo um
revestimento de polimero apropriado usando benzo gquinona ou
por condensacdo de um grupo aldeido em que o suporte com
uma amina e um hidrogénio ativo no polipéptido (ver, por
exemplo, Pierce Immunotechnology Catalog and

Handbook (1991) em Al2-Al13).

Em certas formas de realizacdo, um ensaio € um ensaio imune
enzimatico ligado (ELISA). Este ensaio pode ser
realizado pela primeira ligagdo de uma fonte L5 ou uma
fonte L3 e uma fonte L5 que foi imobilizada num suporte
sbélido, geralmente o poco de uma placa de microtitulo, com
a amostra, de modo que os anticorpos especificos para a
referida fonte L5 ou um L3 e uma fonte L5 dentro da amostra
é deixada ligar-se a fonte L5 imobilizada ou a uma fonte L3
e L5. N&o consolidada a amostra é entdo removida da fonte
imobilizada e um reagente de detecdo capaz de se ligar as
células imobilizadas [Anticorpo] / [L5 fonte ou um L3 e um
L5 fonte] complexo é adicionado. A quantidade de reagente

de detecdo qgue permanece ao suporte sdbdélido é entédo
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determinado utilizando um método apropriado para o reagente

de detecdo especifico.

Uma vez que a fonte L5, ou a fonte L3 e L5 foram
imobilizadas no suporte, a proteina restante os locais de
ligacdo no suporte sdo tipicamente Dblogueados. Qualguer
agente de bloqueio adequado conhecido dos especialistas na
técnica, tal como albumina de soro bovino (BSA) ou Tween 20
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO). O sistema imobilizado
L5, ou o L3 imobilizado e as fontes L5 imobilizadas, sé&o
entdo incubadas com a amostra, e anticorpo (se presente na
amostra) é permitido ligar-se a referida fonte. Uma amostra
pode ser diluida com um diluente adequado, tal como solucéo
salina tamponada com fosfato (PBS) antes da incubacdo. Em
geral, um tempo de contacto apropriado (i.e., incubacédo
tempo) ¢é agquele periodo de tempo que ¢é suficiente para
permitir detetar a presenca de anticorpo dentro de uma
amostra. De preferéncia, o tempo de contacto é suficiente
para atingir um nivel de ligacdo que seja pelo menos 95% do
alcancado no equilibrio entre a ligacdo e os anticorpos néo
ligados. 0Os especialistas na técnica reconhecerdo que o
tempo necessadrio para alcancar o eguilibrio pode ser
facilmente determinada por ensaio do nivel de ligacdo gue
ocorre durante um periodo de tempo. A temperatura ambiente,
um tempo de incubacdo de cerca de 30 minutos é geralmente

suficiente.

A amostra ndo ligada pode entdo ser removida por lavagem do
suporte sélido com um tampdo apropriado, tal como PBS
contendo 0,1% de Tween 20 o reagente de detecdo pode entédo
ser adicionado a um suporte sbélido. Um reagente de detecédo
apropriado ¢ qualquer composto que se liga ao complexo
imobilizado [anticorpo] / [fonte L5 ou um L3 e um L5 fonte]

e que pode ser detetado por qualgquer um de uma variedade de
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meios conhecidos pelos especialistas na técnica. De
preferéncia, o reagente de detecdo contém uma ligacéo
(tal como, por exemplo, Proteina A, Proteina G,
imunoglobulina, litina ou antigénio livre) conjugado com um
grupo repdrter.
Grupos repdrter preferidos incluem enzimas (tais como
peroxidase de rébano), substratos, cofatores, inibidores,
Corantes, radionuclideos, grupos luminescentes, grupos
fluorescentes e biotina. A conjugacdo do agente de ligacéo
com o repdbdrter pode ser conseguida wutilizando métodos
padrdes conhecidos pelos especialistas na técnica. Agentes
de ligacdes comuns podem também podem ser adquiridos
conjugados a uma variedade de grupos repdrter de muitas
fontes (por exemplo, Zymed Laboratories, San Francisco,

CA e Pierce, Rockford, IL).

O reagente de detecdo ¢ entdo incubado com a fonte
imobilizada [anticorpo] / [fonte L5 ou uma L3 e uma L5
fonte] durante uma gquantidade de tempo suficiente para
detetar o anticorpo ligado. Uma quantidade apropriada de
tempo pode geralmente determinado a partir das instrucdes
do fabricante ou através do ensaio do nivel de ligacdo que
ocorre ao longo de um periodo de tempo. O reagente de
detecdo ndo ligado é entdo removido e o reagente de detecédo

ligado é detetado utilizando o grupo repdrter.

O método utilizado para detetar o grupo repdrter depende da
natureza do grupo repdrter. Para grupos radiocativos,
contagem de cintilacdo ou métodos autorradiograficos séo
geralmente adequados. Métodos espectroscdpicos
podem ser utilizados para detetar corantes, grupos
luminescentes e grupos fluorescentes. A biotina pode ser
detetada utilizando avidina, acoplada a um grupo repodrter

diferente (vulgarmente um grupo radioativo ou fluorescente
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ou uma enzima). Grupos de repdrteres enzimdticos podem
Ser geralmente detetada pela adicédo de substrato
(geralmente durante um periodo de tempo especifico),
seguida por espectroscopia ou outra anédlise dos produtos da
reacao.

Para determinar a presenca ou auséncia de um anticorpo
especifico para uma doenca parasitdria tal como a
leishmaniose numa amostra, o sinal detetado a partir do
grupo repdrter qgque permanece ligado ao suporte sbdélido &
geralmente comparado a um sinal que corresponde a um valor
de corte predeterminado. Numa realizacdo preferida, o valor
de corte é preferencialmente o sinal médio obtido quando a
fonte L5 imobilizada, ou as fontes L3 e L5 imobilizadas sé&o
incubadas com uma amostra de um individuo ndo infetado. Em
geral, uma amostra que gera um sinal que ¢é trés desvios
padrédo acima do valor de corte predeterminado é considerado
positivo (i.e., reactivo com uma fonte L5, ou L5 e L3).
Numa alternativa, o valor de corte é determinado usando uma
curva de operador de recetor, de acordo com o Método de
Sackett et al., Epidemiology Clinica: A Basic Science for
Clinical Medicine, p. 106-7 (Little Brown and Co., 1985).
Resumidamente, nesta concretizacdo, o valor de corte pode
ser determinado a partir de um grafico de pares de taxas
positivas verdadeiras (isto &, sensibilidade) e taxas de
falsos positivos (100% -especificidade) que correspondem a
cada valor de corte possivel para o resultado do teste de

diagndstico.

O valor de corte no grafico que estd mais prdédéximo do canto
superior esquerdo (ou seja, o valor de maior 4&rea) € o
valor de corte mais preciso e uma amostra gerando um sinal
que é maior do gque o valor de corte determinada por este
método pode ser considerada positiva. Alternativamente, o

valor de corte pode ser deslocado para a esquerda ao longo
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do grafico, para minimizar a taxa de falsos positivos, ou

para a direita, para minimizar a taxa de falsos negativos.

Numa realizacdo relacionada, ¢ realizado um ensaio num
formato de teste de passagem ou de tira, em que uma fonte
L5 uma fonte L3 e uma fonte L5 é imobilizada numa membrana
tal como nitrocelulose. No teste de fluxo continuo, os
anticorpos da amostra ligam-se a fonte L5 imobilizada, ou
fonte L3 e L5 a medida gque a amostra passa através da
membrana. (Por exemplo, proteina A-ouro coloidal), em
seqguida, liga-se ao complexo [anticorpo] - [fonte L5 ou
fontes L3 e L5] a medida que a solucdo contendo o reagente
de detecdo flui através da membrana. A detecdo do reagente
de detecdo ligado pode entdo ser realizada como descrito
acima. No formato de teste de tira, uma extremidade da
membrana a qual a fonte estd ligada ¢ imerso numa solucédo
contendo a amostra. A amostra migra ao longo da membrana
através de uma regido contendo detecdo e a &4rea do
polipéptido imobilizado. Concentracdo do reagente de
detecdo numa fonte L5 ou num L3 e uma fonte L5 indica a
presenca de um anticorpo especifico para um antigénio de um
parasita gque causa um parasita como a leishmaniose na
amostra. Tipicamente, a concentracdo do reagente de detecédo
nesse local gera um padrdo, como uma linha, gque pode ser
lido wvisualmente. A auséncia de tal padrdo indica um
resultado negativo. Em geral, a quantidade de uma fonte L5
ou uma fonte L3 e uma fonte L5 imobilizada numa membrana é
selecionada para gerar uma fonte visualmente
padrdo discernivel guando uma amostra contém um nivel de
anticorpo que seria suficiente para gerar um sinal
ELISA, como discutido acima. De preferéncia, a quantidade
de uma fonte L5 ou uma fonte L3 e L5 imobilizada numa

membrana que varia de 25ng a 500ng. Tais testes podem
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tipicamente ser realizados com uma quantidade muito pequena

(por exemplo, uma gota) do soro ou sangue do sujeito.

A divulgacdo de cada elemento do dispositivo de ensaio
quando aplicado a uma fonte L5 ou uma fonte L3 e uma fonte
L5 pode também ser aplicado para uma fonte S4 e/ou S6 se
uma fonte S4 e/ou S6 for utilizada em combinacdo com uma
fonte L5 ou uma fonte S5 L3 e uma fonte L5 neste

dispositivo de ensaio.

Qualquer individuo ou médico pode usar este dispositivo no
escritério/casa, repetir o) uso de tal dispositivo,

Necessério.

Usualmente, moléculas adicionais s&do utilizadas num ensaio
como um controlo positivo ou negativo. Um controlo positivo
tipico pode ser um anticorpo que reconhece uma molécula que
se sabe estar presente numa amostra a ser testada. Um
negativo tipico controlo pode ser um anticorpo que
reconhece uma molécula que se sabe estar ausente numa

amostra a ser testada.

Defini¢des gerais

No contexto da invencdo, uma proteina ou um fragmento de

proteina é representado por uma sequéncia de aminocacidos.

No contexto da invencdo, uma molécula de &cido nucleico é
representada por uma sequéncia de 4cido nucleico ou
nucledétido que codifica uma proteina ou um polipéptido ou
um fragmento de proteina. Uma molécula de &cido nucleico

pode compreender uma regido reguladora.

Definicdes gerais
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No contexto da invencdo, uma proteina ou um fragmento de

proteina é representada por uma sequéncia de aminoacidos.

No contexto da invencdo, uma molécula de &cido nucleico é
representada por uma sequéncia de 4cido nucleico ou
nucledétido gque codifica uma proteina ou um polipéptido ou
um fragmento de proteina. Uma molécula de &acido nucleico

pode compreender uma regido reguladora.

Deve ser entendido que cada molécula de &acido nucleico ou
proteina ou fragmento de proteina como aqui identificado
por um dado do Numero de Identidade de Sequéncia (SEQ 1ID
NO) ndo se limita a esta sequéncia especifica como
divulgada. Cada sequéncia de genes ou sequéncia de
nuclebdétidos como aqui identificada codifica wuma dada
proteina ou fragmento de polipéptido ou proteina ou ¢ ela
propria uma proteina ou um fragmento de proteina. Ao longo
desta aplicacédo, cada vez que se refere a uma sequéncia de
nucledtidos SEQ ID NO (tomar a SEQ ID NO: 2 ou 4 como

exemplo), pode-se substituir por:

i.a sequéncia de nucledtidos compreendendo uma sequéncia de
nucledétidos que tem pelo menos 60% de identidade de
sequéncia ou similaridade com SEQ ID NO: 2 ou 4 ou 49 ou 51

ou 53 ou 55 ou 65 (como exemplo).

ii.a sequéncias nucledtidos cuja cadeia complementar
hibrida com uma molécula de &cido nucleico de sequéncia de

(1)

iii. Uma sequéncia de nucledétidos cuja sequéncia difere da
sequéncia de uma molécula de &cido nucleico de (iii) devido

a degenerescéncia do cddigo genético.
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iv. Uma sequéncia de nucledétidos que codifica uma sequéncia
de aminodcidos que tem pelo menos 60% de identidade ou
similaridade de aminoécidos com uma sequéncia de
aminodcidos codificada por uma sequéncia de nucledtidos SEQ

ID NO: 2 ou 4 ou 49 ou 51 ou 53 ou 55 ou 65.

Ao longo deste pedido, cada vez que se refere a uma
sequéncia de aminoé&cidos especifica SEQ ID NO (tome SEQ ID
NO: 1 ou 3 ou 48 ou 50 ou 52 ou 54 ou 56 como exemplo),

pode-se substituir por:

Um polipéptido compreendendo uma sequéncia de aminoédcidos
que tem pelo menos 60% de identidade de sequéncia ou
similaridade com amino SEQ ID NO: 1 ou 3 ou 48 ou 50 ou 52

ou 54 ou 5o0.

Cada sequéncia de nucledtidos ou sequéncia de aminoécidos
aqui descrita em virtude da sua percentagem de identidade
ou similaridade (pelo menos 60%) com uma dada sequéncia de
nucledétidos ou sequéncia de aminodcidos, respetivamente,
tem, de um modo preferido, uma i1dentidade ou uma
similaridade de, pelo menos, ©65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%,
95%, 97%, 98%, 99% ou mais de identidade
ou similaridade com a dada seguéncia de nucledtidos ou de
aminodcidos, respetivamente. Numa realizacdo preferida, a
identidade de sequéncia ou a similaridade ¢é determinada
comparando todo o comprimento das sequéncias como aqui

identificadas.

"Identidade de sequéncia" ¢ aqui definida como uma relacédo
entre dois ou mais aminocacidos (polipéptido ou proteina)
sequéncias ou duas ou mais sequéncias de &cido nucleico

(poli nucledétido), como determinado por comparacdo das
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sequéncias. Numa preferida, a identidade da sequéncia ¢é
calculada com base no comprimento total de dois dados da
SEQ ID NO ou parte deles. Preferencialmente, parte do mesmo
significa pelo menos 50%, 60%, 70%, 80%, 90% ou 100% de
ambas as SEQ ID NO. Na arte, a "identidade"
significa também o grau de relacdo de sequéncia entre
sequéncias de aminodcidos ou de &cido nucleico, conforme o
caso, como determinado pela correspondéncia entre cadeias

de tais sequéncias.

A "similaridade" entre duas sequéncias de aminoédcidos é
determinada comparando a sequéncia de aminodcidos
conservados de um polipéptido para a sequéncia de um
segundo polipéptido. "Identidade" e "similaridade"
podem ser facilmente calculados por métodos conhecidos,
incluindo mas ndo limitados aos descritos em (Computational
Molecular Biology, Lesk, A. M., ed., Oxford University
Press, ©Nova Iorque, 1988; Biocomputing: Projetos de
Informadtica e Genoma, Smith, D. W., ed., Academic Press,
New York, 1993; Anédlise por Computador de Dados de
Sequéncia, Parte I, Griffin, A. M., and
Griffin, H.G., eds., Humana Press, New Jersey, 1994;
Andlise de Sequéncia em Biologia Molecular, von Heine, G.,
Academic Press, 1987; E Sequence Analysis Primer, Gribskov,
M. e Devereux, J., eds., M Stockton Press, New York, 1991;
E Carillo, H., e Lipman, D., SIAM J. Applied Math., 48:
1073 (1988).

Métodos preferidos para determinar a identidade sé&o
concebidos para dar a maior correspondéncia entre as
sequéncias testadas. Métodos para determinar identidade e
similaridade sdo codificados em programas de computador
disponiveis publicamente. Computador preferido

os métodos de programa para determinar identidade e
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similaridade entre duas sequéncias incluem por exemplo o
pacote do programa GCG (Devereux, J., et al., Nucleic Acids
Research 12 (1): 387 (1984)), BestFit, BLASTP, BLASTN e
FASTA (Altschul, S.F. et al., J. Mol. Biol. 215: 403-410
(1990) . O programa BLAST X estd disponivel publicamente no
NCBI e em outras fontes (BLAST Manual, Altschul, S., et
al., NCBI NLM NIH Bethesda, MD 20894, Altschul, S., et al,
J. Mol. Biol. 215: 403-410 (1990). O conhecido algoritmo
Smith Waterman também pode ser usado para determinar a

identidade.

Os parédmetros preferidos para a comparacdo de sequéncias de
polipéptidos incluem o seguinte: Algoritmo: Needleman e
Wunsch, J. Mol. Biol. 48: 443-453 (1970); Matriz de
comparacdo: BLOSUM62 de Hentikoff e Hentikoff, Proc. Natl.
Acad. Sei. EUA. 89: 10915-10919 (1992); Penalidade de Gap:
12; e penalidade de comprimento de intervalo: 4. Um
programa Util com estes pardmetros estd disponivel
publicamente como o programa "Ogap" da Genetics Computer
Group, localizado em Madison, WI. Os referidos
pardmetros sdo os pardmetros padrdo para as comparacdes de
aminodcidos (juntamente com nenhuma penalidade para os

intervalos finais).

Os parémetros preferidos para a comparacgcdo de Aacidos
nucleicos incluem o seguinte: Algoritmo: Needleman e
Wunsch,

J. Mol. Biol. 48: 443-453 (1970); Matriz de comparacéo:
correspondéncias = + 10, incompatibilidade = 0; Penalidade
de Gap: 50; Comprimento Penalidade: 3. Disponivel como o
programa Gap da Genetics Computer Group, localizado em

Madison, Wisconsin, para comparacdes de acidos nucleicos.

Opcionalmente, para determinar o grau de similaridade de
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aminodcidos, o especialista pode também ter em conta as
substituicdes de aminodcidos "conservadoras", como seré
claro para o especialista na matéria. Substituicdes de
aminodcidos conservadoras referem-se a permutabilidade de
residuos com cadeias laterais semelhantes. Por exemplo, um
grupo de aminodcidos possuindo grupos alifédticas-cadeias
laterais é glicina, alanina, valina, leucina e isoleucina;
um grupo de aminodcidos possuindo um lado alifético-
hidroxilo de cadeias ¢é serina e treonina; um grupo de
aminodcidos possuindo cadeias laterais contendo amida ¢é
asparagina e glutamina; um grupo de aminoadcidos possuindo
cadeias laterais aromdticas ¢é fenilalanina, tirosina e
triptofano; um grupo de aminocadcidos tendo cadeias laterais
bédsicas ¢é 1lisina, arginina e histidina; e um grupo de
aminoadcidos tendo um lado contendo enxofre é cisteina e
metionina. Os grupos de substituicdo de aminoé&cidos
conservativos preferidos s&o: valina-leucina-isoleucina,
Fenilalanina-tirosina, lisina-arginina, alanina-valina e
asparagina-glutamina. As variantes de substituicdo do grupo
amino de &cido aqui descrito sdo aquelas em que pelo menos
um residuo nas sequéncias reveladas foi removido
e um residuo diferente inserido em seu lugar. De
preferéncia, a alteracdo de aminodcidos ¢é preferencialmente
conservadora. As substituicdes para cada um dos aminodcidos
que ocorrem naturalmente sdo as seguintes: Ala a Ser; Arg a
Lys; Asn para Gln ou His; Asp para Glu; Cys a Ser ou Ala;
Gln para Asn; Glu para Asp; Gly para Pro; Seu para Asn ou
Gln; Ile para Leu ou Val; Leu para Ile ou Val;
Lys a Arg; Gln ou Glu; Met para Leu ou Ile; Phe a Met, Leu
ou Tyr; Ser para Thr; Thr a Ser; Trp para Tyr; Tyr a Trp ou

Phe; e Val a Ile ou Leu.

Construcdo de &acido nucleico

52/170



Uma construcdo de &cido nucleico compreende uma sequéncia
de nucledtidos que codifica uma proteina ou um fragmento de
proteina tal como aqui definido. Uma construcdo de &cido
nucleico compreendendo uma molécula de &cido nucleico gue
codifica para uma dada proteina ou fragmento de proteina
como aqui definido irdo assegurar a expressdo da molécula
de 4cido nucleico, e da proteina ou proteina correspondente
num individuo tratado. Numa realizacdo mais preferida, uma
construcdo de &cido nucleico compreende mais do que um
nucleico de molécula de &cido, cada molécula de &cido
nucleico codificando para uma dada proteina ou fragmento de
proteina. Em um ainda mais preferido, uma construcdo de
dcido nucleico compreende duas, trés, quatro moléculas de
acido nucleico, cada molécula de acido nucleico
codificacdo para uma dada proteina ou fragmento de
proteina. Numa forma de realizacdo preferida, uma
construcdo de é&cido nucleico compreende uma expressao
cassete, compreendendo a referida cassete de expressido cada
molécula de &cido nucleico necessédria. Cada molécula de
acido nucleico
estd operacionalmente ligado com outra molécula de &acido
nucleico presente. Mais preferencialmente, um promotor
adequado estd operacionalmente ligado a cassete de
expressdo para assegurar a expressdo da molécula de éacido

nucleico num sujeito.

Neste documento e nas suas reivindicacdes, o verbo
"compreender" e as suas conjugac¢des sdo utilizadas no seu
sentido ndo limitativo para significar que os itens qgue
seguem a palavra estédo incluidos, mas itens nao
especificamente mencionados nao s&o excluidos. Além
do verbo "consistir" pode ser substituido por "consistir
essencialmente em" o que significa gque um produto ou uma

composicdo ou um L3 ou uma fonte de L5 tal como aqui
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definida pode compreender componente (s) adicional (es) do
que os especificamente identificados, componente (s) néo

alterando a caracteristica Unica da invencéo.

Além disso, a referéncia a um elemento pelo artigo
indefinido "a" ou "um" ndo exclui a possibilidade de que
mais de um elemento estiver presente, a menos que O
contexto exija claramente que exista um e apenas um dos
elementos. O artigo indefinido "a" ou "an" geralmente

significa "pelo menos um".

A invencdo é ilustrada adicionalmente pelo exemplo
seguinte, que ndo deve ser interpretado para limitar o

ambito de aplicacdo da presente invencéo.

Descricdo das figuras

Figura 1. Expresséao e purificacgéao de proteinas
recombinantes Leishmidnia major rImL3 e rLmL5. Coomassie-
azul manchado de poliacrilamida com 13% corados com azul de
lizados de células pQELmL3 (painel L3) ou pQELmML5 (panellb)
transfetadas com vetor os lizados de Escherichia cdéli apds
inducdo (linhas 1), apds passagem por colunas de agarose
Ni-NTA (linhas 2) e RLmL3 recombinante purificada e rLmLb5
(linhas 3).

Figura 2. Antigenicidade das proteinas L3 e L5.

(a) Doze ratinhos BALB/c foram s.c. infetados com 5 3 104
L. promastigotes de fase estaciondria maior na esquerda
da almofada e soros foram obtidos oito semanas apds o
desafio. IgGl e IgG2a dos soros de murganhos com
leishmaniose cutédnea (MCL) contra rILmL3 e rLmL5 foram

determinados individualmente ELISA A falta de reatividade
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dos soros dos mesmos ratinhos antes da infecdo também esté
representada. Reatividade de ELISA de soros de cdes com CVL
sintomatica e SOros de controlo contra proteinas

recombinantes rImL3 (b) e rLmL5 (c).

Figura 3. Produg¢do de citocinas induzida por vacinagdao em
ratinhos BALB/c. Ratinhos BALB/c (seis por grupo) foram
S.c. imunizados trés vezes com 10ug de rLmL3+50ug de CpG-
ODN (L3 +CpG) ou 10pg de rLmL5+50ug de CpGODN (L5+CpG), com
50ug de CpG-ODN (CpG) ou com PBS (Salino). As células do
baco foram obtidas quatro semanas apbds a Vacinacdo e
cultivadas in vitro durante 48h na presenca de rLmL3 (a, cC
e e), rImL5 (b, d e f) e em meio sozinho. O nivel de IFN-©
(a e b), IL-4 (¢ e d) e IL-10 (e e f) foram avaliados por
ELISA em sobrenadantes de cultura. Cada barra representa a

média 6 +£SD de dados de ratinhos individuais.

Figura 4. Curso de infeg¢do por L. major em ratinhos
vacinados com BALB/c apds desafio. (Um inchamento da
almofada ¢ dado como a diferenca de espessura entre os a
almofada e as contra laterais infetados e ndo infetados. B
0 numero de parasitas vidveis no génglio linfédtico de
drenagem popliteal da perna e Dbaco infetados foram
determinados individualmente por limitando a diluicd@o na

semana oito pdés-desafio. (*, P < 0,01)

Figura 5. Respostas imunitarias celulares provocadas por
infegcdo em ratinhos vacinados com L3 + CpG ODN. Células do
baco foram estabelecidas na semana oito apbds o desafio do
parasita. As células n&do foram estimuladas (meio) ou
separadamente estimuladas com LRP (Leishm&nia Ribossomal
Proteinas) (12pg ml-1), SLA (Antigenos de Leishménia
Soluvel) (12ug M1-1), MRP (Proteinas Ribossémicas de Rato)

(12pg ml™) ou L3 (6 pg ml™') durante 48 horas em CO, a 5%,
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a 37°C. IFN-© (a,) Os niveis de IL-4 (b) e IL-10 (c) foram
medidos em sobrenadantes de cultura por ensaio de imune
adsorcdo ligado a enzima de captura. Cada barra representa
a média mais o desvio padrdo dos niveis de citoquinas

determinados em seis ratinhos individuais por grupo.

Figura 6. Respostas imunitarias celulares provocadas por
infecdo em ratinhos vacinados com L5 + CpG ODN. Culturas de
Células do baco foram estabelecidas na semana oito apds o
desafio do parasita. As células ndo foram estimuladas
(meio) ou separadamente estimulado com LRP (12pg ml™'), SLA
(12pg ml™?), MRP (12pg ml™') ou L5 (6pg ml™') durante 48
horas em 5% de CO? 37°C. Os niveis de IFN-© (a), IL-4 (c)
e IL-10 (b) foram medidos em sobrenadantes de cultura por
enzimas ligadas a enzima de captura Imunossorvente. Cada
barra representa a média mais o desvio padrdo dos niveis de
citoquinas determinados em seis ratinhos individuais por

grupo.

Figura 7 Curso de infeg¢do por L. braziliensis em ratinhos
vacinados com BALB/c apds desafio. (A) LesbGes Inflamatdrias
nas orelhas infetadas. Os tamanhos das lesdes (em
milimetros) sdo expressos como a média 6 SD de uma
experiéncia realizado com cinco ratinhos. *P<0,05 entre os
ratinhos vacinados com rLmL5 + CpG-ODN ou rLmL3 + CpG-ODN e
ambos 0s grupos de controlo. (B) Carga parasitdria na derme
da orelha quantificada na quinta semana pds-infecdo. Os
resultados s&do expressos como a média de © DP de cinco
orelhas por grupo. *P<0,05 diminuicdo significativa entre

rLmL5 + CpG-ODN e ambos os grupos de ratinhos controlados.

Figura 8 localizagédo ribossémica das proteinas LmL3 e LmL5.
Um pg da proteina rImL3 (A), 1 ng da proteina rILmL5 (B) e

10ug de extratos de LRP de Leishménia major (A e B) foram
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submetidos a eletroforese em 10-13% gradiente de SDS-PAGE.
A coloracdo azul Coomassie dos géis €& mostrada nos painéis
esquerdos (A e B). Equivalentes os geles foram transferidos
e sondados com oS soros de murganhos imunizados com rLmL3
(painel (-ILmL3) (A) e com o soro purificado por afinidade
uma fracdo de anticorpo anti LmL5 de cinco soros de

leishmaniose visceral canina (painel (-LmL5) (B).

Figura 9 Analise dos pardmetros de infecdo em ratinhos
vacinados com as proteinas ribossémicas S6, L2, L7, L8
E L6 na presenga de CpG. (A) O desenvolvimento da lesdo nos
grupos infetados foili monitorizado semanalmente até t semana
oito apdés a infecdo. As diferencas no inchamento da
almofada entre S6 mais CpG ODN e controlo (solucdo salina e
adjuvante) os grupos foram estatisticamente significativos
na semana oito apds a infecdo (*P<0,05). B) Determinacdo da
carga parasitadria em os DLNs e Dbacos analisados oito
semanas apbds a infecdo. As diferencas nas cargas
parasitarias nos bacos dos grupos vacinados S6 mais CpG ODN
e 0 baco dos grupos controlo (salino e adjuvante) foram
estatisticamente significativos (*P<0,05). Para maior
clareza, apenas o SD do grupo salino e o grupo vacinado S6

mais CpG ODN é mostrado.

Figura 10. Respostas imunitarias provocadas por vacina S6
mais CpG ODN. As amostras de soro foram obtidas de
ratinhos imunizados com S6 mais CpG ODN, CpG ODN e solucéo
salina quatro semanas apds a administracdo da ultima dose.
0Os soros foram individualmente testados por ELISA para
determinar a presenca de anticorpos IgG, IgGl e IgG2a
especificos anti-S6. (*P<0,05) diferencas estatisticas
significativas entre o grupo S6 mais CpG ODN e o controlo
(salino e CpG) grupos. (B) As células do baco ndo foram

estimuladas (meio) ou estimuladas com S6 durante 48 horas
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em CO’ a 5%, a 37°C. Os niveis de IFN-y, IL-4 e IL-10 foram
medidos em sobrenadantes de cultura por ensaio imune
sorvente ligado a enzima de captura. Cada barra representa
a média mais o desvio padrdo dos niveis de citogquinas
determinados em quatro ratinhos individuais por grupo.
(*P<0,05) diferencas estatisticas significativas entre o
grupo S6 mais CpG ODN e o controlo (salino e CpG)

grupos.

Figura 11. Desenvolvimento da lesdo em ratinhos imunizados
com L3, L5 e S4 individualmente ou em preparagdes
misturadas na auséncia ou presenga de CpG. As lesdes foram
monitorizadas semanalmente até a semana seis apds a
infecdo. (A) Ratinhos de controlo de grupos e grupos de
ratinhos vacinados com as proteinas recombinantes sem
adjuvante. (B) Grupos de ratinhos de controlo e ratinhos
vacinados com as proteinas recombinantes mais CpG ODN.
(*P<0,05) Diferencas no edema da almofada entre L3 mais CpG
ODN, L5 mais CpG ODN, L3 mais L5 mais CpG ODN ou L3 mais Lb
mais S6 mais CpG ODN
e 0s grupos controlo (salino e adjuvante) foram
estatisticamente significativos na semana seis apdbds a

infecédo.

Figura 12. Carga de parasitas nos camundongos vacinados. As
cargas ©parasitarias foram determinadas no bagco e no
DLN na semana sete apds a infecdo. (A) Grupos de ratinhos
de controlo e grupos de ratinhos wvacinados com o
Proteinas sem adjuvante. (B) Grupos de ratinhos de controlo
e grupos de ratinhos vacinados com as proteinas
recombinantes mais CpG ODN. (* P <0,05) Diferencas na carga
do parasita do baco entre L3 mais CpG ODN, L5 mais CpG ODN,
L3 mais L5 mais CpG ODN ou L3 mais L5 mais S6 mais CpG ODN

e grupos controlo (salino e adjuvante) foram
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estatisticamente significativa. (*P <0,05) Diferencas nas
cargas de parasitas popliteos entre L3 mais L5 mais CpG ODN
ou os grupos L3 mais L5 mais S6 mais CpG ODN e controlo

(salino e adjuvante) foram estatisticamente significativos.

Figura 13. Representagdo esquematica das construgdes
quiméricas propostas. Os iniciadores sdo mostrados os
locais de corte seleccionados para a clonagem.

Exemplos

Exemplo 1: clonagem de proteinas L3 e L5 de Leishminia

major e efeito protetor conferido por estas proteinas

contra a infecdo por Leishmdnia major

Material e métodos

Estirpes de ratos e parasitas.

Foram adquiridos ratinhos BALB/c fémeas (6-8 semanas de
idade) da Harlan Interfauna Ibérica S.A. (Barcelona,

Espanha) .

L. principais parasitas (WHOM/IR/-/173) foram mantidos em
estado virulento por passagem em ratinhos BALB/c. L. major
amastigotes foram obtidos e transformados em promastigotes
por cultura a 26°C em meio de Schneider (Gibco, BRL, Grand
Island, NY, EUA) suplementado com 20% de soro fetal de

vitelo.

CpG—-ODN.

CpG-ODN modificados com fosforotioato (5’-TCAACGTTGA-3 ‘e
57 -GCTAGCGTTAGCGT-3’) (SEQ ID NO: 5,6) foram sintetizados

por Isogen (Holanda).
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Clonagem de sequéncias de ADN que codificam para as

proteinas L3 e L5 ribossdémicas da L. major.

O enquadramento de leitura aberta (ORF) para as proteinas
L3 e L5 maiores de L. foram obtidos a partir do L. major
Genoma (www.genedb.org/genedb/leish) utilizando as
sequéncias de proteinas L3 e L5 de S. cerevisiae como
sondas (56). Para a expressdo das proteinas rLmL3 e rLmLb,
as suas regides de codificacdo (CR) foram amplificadas por
PCR utilizando como molde o ADN de L. major (MHOM/IL/80
(Friedlin)). Os ADNs amplificados foram clonados no
plasmideo pBluescript (Stratagene, La Jolla CA) e
sequenciadas antes da clonagem no vetor de expressdo pQE30

(OIAGEN, Hilden, Alemanha).

Para a clonagem do CR LmL3 os iniciadores utilizados foram:
sentido, 5'-CGGGATCCATGICTCACTGCAAGTTCGAG -3 '(posicdes 1 a
20 do LmL3 CR (LmjF34.2880)) (SEQ ID NO:44); Antisense, b5H'-
AACTGCAGTTACTTCTTCGCGGCCTTTG-3 ' (inversa e complementar as
posicdes 1241 a 1260 da ImL3 CR (LmjF34.2880)) (SEQ
ID NO:45). Os locais de restricéao BamHI e PstI

(sublinhados) foram incluidos para fins de clonagem.

Para a clonagem do CR LmL5 os iniciadores utilizados foram:
sentido, 5'-CGGGATCCATGTGCACGC TGGCAAATTG-3 ' (posicdes 1 a
20 da LmL5 CR (LmjF35.1890)) (SEQ ID NO:46); Antisense, b5H'-
CCCAAGCTTTTACTTGCCGAGGCGCTCGC-3 ' (inversa e complementar as
posicdes 968-987 da LmL5 CR (LmjF35.1890.319)) (SEQ ID NO:
47). 0Os locais de restricdo BamHI e HindIII (sublinhados)

foram incluidos para fins de clonagem.

Purificacdo de proteinas.
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As proteinas rILmL3 e rLmlL5 foram sobre expressas em
Escherichia c¢éli transformadas com pPQE-LmL3 ou com
POE-LmL5 e purificadas em condic¢cdes de desnaturacdo em
colunas de agarose de &cido Ni-nitrilotriacético (Ni-NTA)
(Qiagen). Apds a ligacdo as proteinas recombinantes de
agarose Ni-NTA foram redobradas na coluna de afinidade como
descrito (57). As proteinas recombinantes foram passadas

através de uma coluna de polimixina-agarose (Sigma, St.

Louis, Mo.). Residual. O teor de endotoxina (<12pg/pg de
proteina recombinante) foi medido pelo Quantitative
Chromogenic Limulus Amebocyte Ensaio QCL-1000

(BioWhittaker, Walkersville, Md.).

Imunizacbes, desafio parasitdrio e quantificacdo

parasitdria.

Dois grupos de ratinhos BALB/c independentes (seis por
grupo) foram inoculados subcutaneamente (s.c.) na almofada
da pata direita com 10pug de rLmL3 ou 10ug de rLmL5
misturados com 25ug de cada CpG-ODN. Como controlo, dois
grupos de ratinhos adicionais foram inoculadas com 25ug de
cada CpG-ODN sozinho, ou com tampdo fosfato salino (PBS).
Cada grupo recebeu dois e quatro semanas mais tarde com a
mesma dose utilizada para a iniciacdo. O desafio do
parasita foi realizado por s.c. por inoculacdo com 5
3 104 promastigotes em fase estaciondria de L. major (WHOM
/IR/-/173) na almofada da pata esquerda (ndo tratada)
quatro semanas apds a Ultima inoculacdo. O inchamento do pé
foi medido com um calibre métrico e calculado como
espessura do pé esquerdo menos espessura do pé direito. O
numero de parasitas foi determinado nas orelhas, drenando
os ganglios 1linfaticos (DLN) e o baco por limitacdo do

ensaio de diluicdo como descrito (70).
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Antigenos de Leishmdnia e proteinas ribossdémicas de

camundongo.

Para a preparacdo de LRP de L. major, 107 promastigotes
foram colhidos, lavados duas vezes em PBS pré-arrefecido e
Re-suspensos em 1 ml de tampdo de lise NP40 (Tris HC1 10
mM, pH 8,0, NaCl 150 mM, MgCl, 1,5 mM e NP40 a 0,5%) e
Pipetado para cima e para baixo 10 vezes. Apds listras, as
amostras foram micro fugadas a 3000xg durante 2 min a 4°C
para sedimentar os nlUcleos. O sobrenadante foi micro fugado
duas vezes a 13000 x 3g durante 15 min a 4°C e os
ribossomas foram preparados a partir do citosdlico
sobrenadante como descrito em [57]. Resumidamente, o
citosol foi submetido a centrifugacdo a alta velocidade a
90.000 rpm durante 30 min a 4°C num rotor Beckman TL100.3.
O sedimento ribossomal bruto foi re-suspensos em tampdo A
(Tris-HC1 20 mM, pH 7,4,500 mM de AcNH4, 100 mM de MgCl,, 5
mM de f-mercaptoetanol) e centrifugou-se através de um
gradiente de sacarose descontinuo (20/40%) em tampdo A a
90.000 rpm a 4°C num rotor TL100.3. O sedimento de
ribossomas lavados foi dissolvido em PBS
e sonicated até a degradacdo completa do RNA ribossomal.
Foram preparados extratos de proteinas ribossdédmicas de
ratinho (MRP) a partir de 5X10" RAW 264,7 células de

macrdéfagos murinos usando o mesmo procedimento.

As proteinas totais de L. major (antigénio de Leishménia
soluvel [SLA]) foram preparadas como descrito (70) .
Resumidamente, L. major Promastigotes (10'°) foram lavados
duas vezes em PBS, re-suspensos em 500 ml de PBS e lizados

por trés congelamentos e descongelamentos ciclos. Apds a
lise celular, os antigénios soluveis foram separados da

fracdo insoltuvel por centrifugacdo durante 15 min a 12 000
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X g utilizando uma micro centrifuga. Os sobrenadantes foram

aliquotas e armazenados a -70°C.

Medicdo de citocinas em sobrenadantes

A libertacdo de IFN-y, IL-10 e 1IL-4 foram medidas nos
sobrenadantes de culturas de células de esplendcitos
estimuladas com as proteinas recombinantes utilizando kits
ELISA comerciais (Diaclone, Besancon, Franca) .
Resumidamente, 3 X 10° células da bacia foram semeadas em
placas de 48 pocos durante 48h a 37°C na presenca de rLmL3

(6pg ml™') ou rLmL5 (6pg ml™') ou meio sozinho.

Detecdo de respostas de anticorpos anti-L3 e anti-L5 em

ratinhos e cdes

Amostras de soro canino foram coletadas de 20 cédes
clinicamente sintomaticos naturalmente infetados com
Leishménia Infantum na regido da Extremadura (Espanha). Os
animais infetados foram avaliados clinicamente e analisados
pela Parasitologia da Escola Veterinédria, Universidade de
Extremadura, Céceres, Espanha. Todos 0s SOros foram
positivos quando testados por imunofluorescéncia indireta,
e a presenca de formas amastigotes do parasita foi
confirmada por observacdo direta em gédnglios 1linfoides
poplitea e prés-capsular. Os soros de controlo foram
obtidos a partir de 8 animais saudaveis mantidos
no Departamento de Parasitologia (Universidade de

Extremadura) .

Os soros de 12 ratinhos BALB/c experimentalmente infetados
com 5 X 10° promastigotes de fase L. estacionaria
(WHOM/IR/-/173) foram coletados na semana oito apds a

infecdo. Como controlo, o0s soros dos mesmos ratinhos foram
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recolhidos antes da infecdo. As placas ELISA padrdo foram
revestidas durante a noite a temperatura ambiente com 100
ml de cada uma das proteinas ribossdédmicas recombinantes (2
ng ml™' em PBS). As amostras de soro canino e murino foram
ensaiadas a diluicdo 1/200 em PBS -Tween 20 (0,5%) -
caseina (5%). Como anticorpos secundédrios anti-IgG de cé&o
conjugado com peroxidase de rébano
(1/1000), anti-muse-IgGl (1/1000) e anti-IgG2a de ratinho
(1/500) adguirida a Nordic Immunological Laboratories
(Tilburg, Holanda). O dicloridrato de ortofenil diamina
(OPD) (Dako, A/S, Glostrup, Dinamarca) foi
utilizado como substrato de peroxidase para ensaios ELISA.
Apds 15 min, a reacdo foi parada com a adicdo de 100ul de

H,SO0, 1M e a absorvéncia foi lida a 450 nm.

Analise estatistica

A anédlise estatistica foi realizada por um teste t de
estudante. As diferencas foram consideradas significativas

quando P<0,05.

Resultados e discusséao

Identificacdo, clonagem e expressdo das proteinas LmL3 e

LmL5.

Para a identificacdo das regides de codificacdo L3 e L5
maiores de L, realizou-se uma pesquisa BLASTP utilizando
como sondas as sequéncias de aminoédcidos L3 e L5 de S.
cerevisiae (YOR063w e YPL131lw, respetivamente) [58]. Duas
entradas diferentes (LmjF34.2880 e ImjF35.1890) anotadas
como proteinas putativas LmL3 e LmL5 foram resgatadas com
valores significativos das classificac¢des BLAST. Com base

nos dados da sequéncia de bases de dados, os iniciadores de
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PCR foram concebidos para amplificar o ILmL3 e LmLb
CR, incluindo 1local de corte para diferentes enzimas de
restricdo para fins de clonagem. Os ADNs amplificados foram
sub clonados em pBluescript e sequenciadas. A proteina
putativa L3 de L. major possui 419 aminodcidos com um peso
molecular de 47,5 kDa e um ponto isoelétrico previsto de
11,67. A proteina putativa L5 de L. major possui 328
aminodcidos, com um peso molecular de 36,6 kDa e um ponto
iscelétrico previsto de 10,69. A comparacdo do amino&cido
deduzido L3 e L5 de L. major seguéncias com as suas
contrapartes de S. cerevisiae revelaram um elevado grau de
homologia: 57% de identidade, 73,5% de semelhanca para
a proteina L3; 51,2% de identidade, 66,3% de similaridade
para a proteina L5 (ver alinhamentos). O alinhamento aqui
apresentado mostra que as proteinas Leishmdnia L3 e L5
contém dominios com um elevado grau de semelhanca. Isso foi
também notédvel observar que ambas as proteinas do parasita
eram mais longas que as proteinas de levedura, apresentando
aminodcidos extra residuos na extremidade carboxi-terminal
para a LmL3 e em ambas as extremidades para a LmL5. A
estrutura primdria das proteinas de Leishménia pertencentes
a familias de proteinas conservadas parecem ser
imunologicamente relevantes, uma vez Jgue as proteinas
humorais e <respostas celulares induzidas contra estas
proteinas durante a infecdo sdo especificas contra o
parasita sem reatividade cruzada com as proteinas homdlogas

das contrapartes hospedeiras (39, 36, 58).

LmL3 e LmL5 CR foram subclonado no vetor de expressdo
POE30. As sequéncias de aminodcidos das proteinas
recombinantes sdo mostradas nas Partes C e D do
alinhamento. Ambas as proteinas apresentam-se como um
marcador N-terminal que

inclui as 6 histidinas wutilizadas para purificacdo por
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cromatografia de afinidade. Subsegquentemente, ambas as
proteinas foram sobre expressas em culturas de E. coli e
purificadas. Como estd ilustrado na Figura 1, as proteinas
rImL3 e rLmL5 purificadas mostraram uma massa molecular de
48 kDa e 38 kDa, respetivamente, de acordo com a presenca
de 12 aminodcidos extra his-tag esticar nas suas regides N-
terminais. A pureza da proteina foi demonstrada, uma vez
que foi observada uma Unica banda para ambas purificadas em
um gel SDS-PAGE corado com azul de Coomassie (Figura 1)
ImL3 e LmL5 sdo reconhecidos por soros de leishmaniose
visceral canina (CVL) e por soros de ratinhos BALB/c

infetados com L. major (MCL).

Para determinar a antigenicidade das proteinas L3 e L5
maiores de L. em cdes afetados por VL, o rLmL3 recombinante
e as proteinas rILmL5 foram utilizadas como antigénios em
ensaios ELISA utilizando os soros de cdes infetados com 20
L. infantum. Como controlo, a reatividade de soros obtidos
a partir de 8 cédes saudaveis contra ambas as proteinas
recombinantes foi ensaiada. Do CVL SERA 75% (15/20)
reconheceram a proteina rImL3 (Figura 2b) e 90% (18/20)
reconheceram a proteina rImL5 com reatividade
valores superiores ao valor de corte (Figura 2c). O espetro
dos valores de absorvéncia entre aquele contra rLmL3
e rLmL5 foram diferentes, uma vez que a reatividade dos
soros CVL contra rLmL5 foi mais elevada (média = 0,61 6
0,36) do que a obtida para rLmL3 (média = 0,28 6 0,10).
Pode-se concluir que ambas as proteinas parasitas sé&o

expostas ao sistema imunoldgico.

Durante a leishmaniose natural canina, sendo a proteina
ImL5 um imundégeno mais prevalente do gque LmL3. Embora uns
numeros de soros foram aqui empregados, os dados obtidos

podem ser tomados como uma indicacdo de que tanto o
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parasita recombinante pode ser wutilizada proteinas, em
combinacdo com outros antigénios, para o desenvolvimento de

testes serodiagndésticos de CVL.

Em seguida, analisamos a antigenicidade das proteinas LmL3
e ILmL5 usando os soros de camundongos BALB/c que sofriam
Leishmaniose cutédnea (MCL) devido a infecdo de L. major.
Para o efeito, a presenca de IgGl e IgG2a anticorpos contra
ambas as proteinas recombinantes foi analisado por ELISA.
Ambas as proteinas foram reconhecidas pelos soros de MCL
sendo os anticorpos induzidos contra eles predominantemente
do 1isdétipo IgGl (Figura 2a). Nenhuma reatividade contra
eles foi observada nos mesmos ratinhos antes da infecéo
(Figura 2a. Uma vez que a inducdo dos anticorpos IgGl e
IgG2a ¢ marcador de respostas imunes tipo Th2 e Thl,
respetivamente (8), podemos concluir que durante a infecédo
por L. major a resposta humoral de tipo Th2 é induzida
contra estes antigénios em ratinhos BALB/c. A imunizacdo
com as proteinas ribossdémicas recombinantes rLmL3 e rLmLb
na presenca de CpG ODN induz uma proteina Thl-tipo

respostas contra eles em ratos BALB/c.

Uma vez gue uma resposta humoral mediada por Th2 contra
eles ¢ provocada em ratinhos BALB/c infetados, analisou-se
o efeito da imunizacdo de rILmL3 e rLmLb na presenca de um
adjuvante indutor de Thl (CpG-ODN). Para agquele propdsito
Grupos de seis ratinhos foram imunizados independentemente
com rLmL3 e rILmL5 em combinacdo com CpG-ODN. Como controlo,
Grupos de seis ratinhos foram imunizados com CpG-0ODN
sozinho e com PBS (tampdo utilizado como excipiente). Apds
trés doses as respostas celulares provocadas pela
imunizacdo foram analisadas. As células do baco foram
obtidas e cultivadas na presenca e na auséncia dos

correspondentes antigénios rLmL3 ou rLmL5. As células do
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baco de camundongos imunizados com rLmL3 + CpG-ODN
produziram um elevado nivel de IFN-gama apdbds estimulacéo
com o) antigénio rLmL3 (Figura 3a). Semelhante
0 nivel de IFN-gama foi detetado nos sobrenadantes de
culturas de células de baco de ratinhos imunizados com
rILmL5 + CpGODN apds estimulacdo de rLmL5 (Figura 3b). Em
contraste, as células do baco de murganhos imunizados com o
adjuvante ou o excipiente produziram baixos niveis de IFN-
gama em resposta a estimulacdo rILmL3 ou rILmLb (Figura 3ab).
Com relacgdo a producdo de IL-4 foram detetados niveis muito
baixos desta citoquina apds a estimulacdo de rILmL3 ou rLmLb5
de células de baco obtido de ratinhos imunizados com rLmL3
+CpG-ODN (Figura 3c) ou rILmL5 + CpG-ODN (Figura 4d),
respetivamente. Finalmente, ndo hd a producdo foi detetada
em qualquer grupo (Figura 3ef). Assim, pode concluir-se que
o) adjuvante CpG-0ODN resposta imunitéaria contra 0s
antigénios recombinantes para uma resposta Thl.
A vacinacdo com rLmL3 + CpG-ODN e rLmL5 + CpG-ODN protege

ratinhos BALB/c contra o desafio de L. major.

Analisou-se se a administracdo de ambas as proteinas
recombinantes era capaz de induzir protecdo contra L.
Infecdo grave nos murganhos BALB/c susceptiveis. Inchaco do
pé de rILmL3 + CpG-ODN ou rILmL5 + CpG-ODN vacinado
Camundongos foi significativamente mais baixa comparada com
0 inchamento da almofada da coluna dos grupos de controlo
PBRS ou CpG-ODN (Figura 4a). Além disso, observou-se uma
reducdo de aproximadamente 2 log na carga de parasitas nas
células de drenagem de nédulos linfadticos de murganhos
imunizados com CML-CpG-ODN ou rLmL5 + CpG-ODN. Finalmente,
ndo se detetaram parasitas no baco, parasitas foram
detetados no baco dos ratinhos de ambos o0s grupos de
controlo (Figura 3b) Pode concluir-se que os ratinhos

imunizados com as proteinas parasita LmL3 e LmL5 expressas
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como proteinas recombinantes misturadas com CpG-ODN foram
protegidas contra uma infecdo por L. major. Nos camundongos
vacinados, a patologia dérmica estava ausente ou era muito
baixa. Nestes ratos a presenca de parasitas foi restrita ao
gadnglio linfédtico drenante poplitea. A protecdo observada
foi semelhante aguela obtida pela imunizacdo de ratinhos
com um cocktail de ADN plasmideo que codifica as histonas
nucleossomas de Leishménia (19), a proteina PO administrada
como uma vacina de ADN (54) e extratos de LRP combinados
com CpG-0ODN (55) . Assim, nés caracterizéamos dois
constituintes ribossdémicos cuja imunizacdo pode contribuir
para um desenvolvimento mais racional da eficécia contra a

leishmaniose.

Andlise dos pardmetros imunoldgicos associados a protegdo.

Para determinar os parédmetros imunoldgicos associados a
protecao a producéao de citoquinas (IFN-v, IL-4
e IL-10) conduzida pelo SLA, LRP, MRP e a proteina
recombinante correspondente (L3 e L5) foram analisadas em
ratos vacinados e ratos de controlo na semana 8 apds
desafio. As células de baco de murganhos wvacinados L3 e L5
produzidos mais SLA, LRP e IFN-© especifico do antigénio
recombinante do que aqueles de ratinhos de controlo na
semana oito apds desafio (Fig.5a) para L3 e Fig. 6a para
L5). Verificou-se que a producdo de IFN-© ¢ induzida
egspecificamente por Leishmédnia ribossomal proteinas, uma
vez que a estimulacdo de culturas de células de baco com
MRP n&o resultou na producdo desta citocina (Fig. 5a para
L3 e Fig. 6a para L5). Além disso, niveis mais baixos de
SLA e IL-10 especifica de LRP (Fig. 5b para L3 e Fig. 6b
para L5) e IL-4 (Fig. 5c para L3 e Fig. 6c para L5) foram
encontrados nos sobrenadantes de células de baco obtido de

ratinhos protegidos gquando em comparacdo com ratinhos de
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controlo (CpG e solucdo salina). Adicionalmente, a producéo
dependente de L3 e L5 especifica de MRP de IL-10
e a IL-4 era muito baixa nos ratinhos protegidos. Assim,
pode-se concluir gque apds a infecdo o fendtipo protetor foi
associado com a inducdo de respostas Thl de L3 e L5 gue
eram capazes de controlar as respostas de IL-4 e IL-10

induzidas pelo parasita.

Alinhamento dos dados da sequéncia LmL3 e LmL5. Os
alinhamentos de sequéncias de aminocdcidos de Leishménia
major L3 (RA) e LS5 (B) com o0s seus ortdlogos de
Saccharomyces cerevisiae. 0Os aminoédcidos conservados sé&o
sombreados. O numero de aminocdcidos da LmL3 e da LmL5. As
sequéncias de aminocdcidos de L. major foram preditas a
partir das sequéncias de ADN correspondentes. (C e D) as
sequéncias de aminodcidos ou as sequéncias de amino&cidos
previstas do recombinante LmL3 (rLmL3) (C) e LmL5 (rLmLb)

(D) expressas em bactérias.

A sequéncia de his-tag extra localizada no N-terminal esté

indicada em negrito e sublinhado. O numero de aminoacidos

das proteinas rLmL3 e rLmL5 é indicado
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Exemplo 2: andlise de homélogos L3 e L5

Alinhamento de homdélogos L3 e L5

Analisamos o grau de conservacgdo das proteinas ribossdémicas
L3 e L5 entre diferentes Leishmdnia espécies. Para o
efeito, as sequéncias de aminoadcidos da proteina L3 de L.
infantum e L. mexicana (SEQ ID NO: 48 e 50) e a proteina L5
de L. infantum (clone JPCMb5 [MCAN/ES/98/LLM-8771),
L.braziliensis (MHOM/BR/75/M2904) e L. mexicana (MHOM
/GT/2001/U1103) (SEQ ID NO: 52, 56 e 54) foram resgatados
por um in Silicio a partir da base de dados do genoma
(www.genedb.orqg) e comparada com as sequéncias de
aminoadcidos de L. Ortdélogos principais (SEQ ID NO: 1 para
L3 e SEQ ID NO: 3 para L5) (confere alinhamentos na pagina
seguinte, parte A e B). Com excecdo da existéncia de uma

extensdo N-terminal na proteina L. maior L5, observou-se um
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alto grau de conservacdo entre as diferentes espécies. A
Tabela 1A-B mostra as percentagens de identidade e
similaridade entre 0s grupos L3 e L5 ortbdlogos,

respetivamente.

Localizacdo da Leishmdnia major L3 e L5 nas ribossomas.

De modo a demonstrar gque as LmL3 e LmL5 recombinantes
utilizadas neste trabalho correspondem  as proteinas
localizados nas ribossomas do parasita, foram empregues
anticorpos especificos para as proteinas recombinantes em
western Dblot contendo as proteinas recombinantes e o0s
extratos de LRP. A Figura 8A mostra que anticorpos anti-
ImL3 obtidos de ratinhos imunizados com a proteina
recombinante reconheceram uma Unica banda com o PpPeso
molecular esperado (47,5 kDa) no LRP. Foi observado um
resultado semelhante para a proteina L5 (Fig. 8B). Uma
unica banda de 36,6 kDa foi observada nos
extratos de LRP quando se utilizaram anticorpos anti-LmLb5
purificados a partir de SOTros de cédes infetados
naturalmente de L. infantum por afinidade cromatografia em
uma coluna rLmL5-Shepharose 4B como anteriormente descrito
(71) . Como controlo positivo, em ambos 0s casos,
a proteina recombinante correspondente foi reconhecida
pelos anticorpos especificos. Sequéncia de Leishmidnia L3 e
L5 comparacdes. Os alinhamentos de sequéncias de
aminodcidos de L. mayor, L. infantum e L. mexicana L3 (A)
(SEQ ID NO: 1, 48 e 50) e L. mayor, L. braziliensis, L.
infantum e L. mexicana L5 (B) (SEQ ID NO: 3, 56, 52 e 54).
O LmL3, as sequéncias putativas da proteina L3 de L.
infantum (identificador GeneDB LinJ32 V3.3320) e L.
Mexicana (GeneDB Identificador LmxM33.2900), e a proteina
ImL5 e as sequéncias putativas da proteina L5 de L.

braziliensis (identificador GeneDB LbrM34 V2.1790), L.
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infantum (identificador GeneDB LinJ35 V3.1870) e L.
mexicana (identificador GeneDB LmxM34.1880) foram alinhados
usando as configuragdes padrdo do ClustalW (programa

DNAstar). As substituicdes de aminodcidos sdo sombreadas.
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TABELA 1

ImL3

L. major L. infantum L. mexicana

L. major 100.0%(100.0%) 99.5%5(99.5%) 98.6%(99.5%)

L. infantum 100.0%(100.0%) 98.1%(99.0%)
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L. mexicana 100.0%(100.0%)
B
Os valores de identidade e similaridade (entre parénteses) sdo mostrados.
LmL5
L. major L. infantum L. brziliensis | L. mexicana
L. major 100.0%(100.0% | 99.3%(100.0%) 94.8%(97.4%) 99.3%(99.7%)
)
L. infantum 100.0%(100.0%) | 94.8%(97.4%)) 99.3%(99.7%)
L. brziliensis 100.0%(100.0%) | 94.8%(97.0%)
L. mexicana 100.0%(100.0%)

Exemplo 3: A vacinag¢do com rLmL3 + CpG-ODN e rImL5 + CpG-

ODN protege ratinhos BALB/c <contra L. braziliensis

desafio.

Analisou-se o) efeito da imunizacéo das proteinas

recombinantes L. major rILmL3 e rLmL5 combinado com um

adjuvante indutor de Thl (CpG-ODN) no desenvolvimento de

leishmaniose cuténea causada por infecéo com L.

braziliensis. Para esse efeito, grupos de cinco murganhos

foram imunizados independentemente com 10pg de rLmL3 ou 10
1ng de rLmL5 em combinacdo com 50ug de CpG-ODN (25ug de CpG-

1 [5'"-TCAACGTTGA-3 '] mais 25ug de [5'-

5 e 6)).

CpG-2

GCTAGCGTTAGCGT-3 ')] (SEQ ID NO: Como controlo,

grupos de cinco murganhos foram imunizados com 50ug de
CpGODN isoladamente ou com PBS (tampdo wutilizado como
excipiente). Os ratinhos foram inoculados na derme da
orelha (orelha esquerda). Cada grupo foi reforcado duas e

quatro semanas mais tarde com a mesma dose utilizada para a

iniciacdo. O desafio dos parasitas foi injetada na orelha

direita (ndo tratada) com 105 promastigotes estacionarios

de L. braziliensis (MHOM/BR/01/BA788) combinados

com dois pares de Lutzomya intermedia sand fly salivary

glandulas. Neste modelo de infecdo, apdés o desafio do
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parasita BALB/c Camundongos desenvolveram leséao
inflamatéria nas orelhas infetadas que progrediu de forma
constante e atingiu um na semana 5. Posteriormente, o
tamanho da lesdo regredida e a cicatriz de orelha completa
foi observada aproximadamente a semana 9 pods-infecédo
(72) . Analisamos o desenvolvimento de lesédo cutdnea nos
quatro grupos de camundongos até 5 semanas apds
desafio do parasita medindo a espessura da lesdo com um
calibre métrico. Como se mostra na Figura 7A, as lesbes
orais de rLmL3 os ratos vacinados CpG-ODN ou rLmL5 + CpG-
ODN foram significativamente mais baixos comparados com PBS
no controlo de CpG-ODN grupos. Além disso, as cargas
parasitédrias foram analisadas na semana 5 apdés infecdo nas
orelhas infetadas. O nUmero de parasitas foi determinado
pelo ensaio de diluicdo limitante como descrito (73).
Observou-se uma diminuicdo da carga parasitdria wvacinada
quando comparados com 0s grupos de controlo. Verificou-se
que as diferencas eram significativas no rLmL5 + CpG-0ODN
Grupo com respeito a ambos o0s grupos controle (P <0,05,
teste de T-estudante). Além disso, ndo foram detetados
parasitas no ouvido em quatro de cinco ratos (grupo rLmL5 +
CpG-ODN) e um de cinco ratinhos no grupo rLmL3 + CpG-0ODN
(Figura 7B). Assim, concluiu-se que os ratinhos vacinados
com as proteinas ribossémicas L3 e L5 maiores de L.
expressas como proteinas recombinantes e combinados com
CpG-ODN foram protegidos contra um desafio heterdlogo com

L. braziliensis.

Exemplo 4: Protecgdo parcial conferida pela Leishmédnia major

S6 contra a infeg¢do por Leishmédnia major

Cinco grupos de ratinhos (n=4 por grupo) foram imunizados
independentemente com 10pug de S6 (SEQ ID NO:34), L2 (SEQ
ID NO:22), L7 (SEQ ID NO:24), L8 (SEQ ID NO:26) e Llo (SEQ
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ID NO:28) na presenca de CpG ODN como identificado
anteriormente por SEQ ID NO: 5 e 6 (50ug). Como controlo,
um grupo de ratinhos foi imunizado com o adjuvante e outro
grupo foi imunizado com o excipiente (PBS-solucgédo salina).
Foram administradas trés doses com intervalos de 2 semanas.
Todas as imunizacdes foram realizadas no pé direito. Um més
apbés a ultima dose, os ratinhos foram infetados com 105
células estacionédrias promastigotes de L. major injetado
subcutaneamente no pé esquerdo. O desenvolvimento da lesédo
dérmica foi avaliado por medicdo do inchamento da almofada
até a semana oito pdés-desafio (Fig. 9A). Os camundongos de
todos 0s grupos desenvolveram lesdes, embora o inchaco da
almofada da pata de camundongos que foram vacinados com S6
mais CpG ODN foi significativamente menor para
guem observou em controlos e em ratinhos imunizados com as
outras quatro proteinas. Além disso, o parasita dos linfo
nodos (DLN) e nos bacos dos camundongos foram analisados.
Os animais imunizados com S6 mais CpG ODN mostraram uma
reducdo de 2 log no numero de parasitas no baco em
comparacdo com 0s grupos salino e CpG ODN, respetivamente
(Fig.9B) . No entanto, as cargas parasitdrias encontradas no
DLN do grupo S6 mais CpG ODN foram semelhantes as
observadas em controlos. A partir deste ensaio, pode
concluir-se que a vacinacdo com a proteina recombinante S6
na presenca do adjuvante CpG ODN estava a induzir um estado
imunitdrio que resulta numa protecdo parcial contra CL
devida a infecdo por L. major nos camundongos BALB/c:
presenca de lesbes inflamatdérias inferiores no local de
infecdo e menor carga parasitdria no baco do que o0s
controlos. Por outro lado, a vacinacdo com 0s outros quatro
antigenos (L5, L7, L8 e L16) ndo resultou em alteracdes
significativas na ©progressdo do CL em ©relacdo aos

controlos.
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A fim de analisar a resposta imune induzida por vacinacéo,
as respostas humoral e celular suscitadas em ratinhos por
vacinacdo com S6 + CpG ODN foram comparados com ratinhos
imunizados com o adjuvante e a vacina diluente. A Figura 10
mostra que a formulacdo da vacina induzia uma resposta
mista Thl/Th2 contra a proteina S6, uma vez que foram
detetados anticorpos IgG2a e IgGl anti-S6 especificos nos
soros dos ratinhos wvacinados (ver figura 10A). Além disso,
embora o IFNgamma tenha sido produzido apds a estimulacédo
invitro S6 das células do baco estabelecidas a partir da
vacina de Camundongos a presenca de citocina de IL-4
detetdvel também foi observada nos sobrenadantes da cultura

(ver figura 10B).

Pode concluir-se que a vacinacdo induziu uma resposta Thl
predominante contra a proteina So, mas também uma
foi observada ligeiramente a estimulacdo de uma resposta de
Th2 contra a proteina (niveis detetédveis de IL-4 e So-

Anticorpos IgGl especificos).

Exemplo 5: Vacinas baseadas em proteinas recombinantes

principais de Leishmdnia major L3, L5 e S4.

De modo a analisar mais detalhadamente a protecdo induzida
pelas proteinas ribossdémicas L3, L5 e S4 uma nova vacina-
Infecdo foi realizada. Foram incluidos na andlise 12 grupos
de ratinhos (n = 4 por grupo). Em todos o0s casos 0S8
ratinhos foram imunizados subcutaneamente trés vezes (duas
semanas de intervalo) no pé direito. Os grupos seguintes

foram ensaiados:

- Excipiente de vacina: solugédo salina.
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- Adjuvante de vacina: CpG-ODN. Por dose: 50 mg de CpG ODN

(2519 de CpG-ODN-1 [5'-TCAACGTTGA-3 '] (SEQID NO: 5) e 25ug
de CpG-ODN-2 [5'-GCTAGCGTTAGCGT-3 '] (SEQ ID NO: 6).

- L3 (SEQ ID NO: 1). Por dose: 10ug de proteina
recombinante.

- L3 + CpG ODN. Por dose. 10ug de proteina recombinante e
50ug de CpG ODN.
- L5 (SEQ ID NO: 3). Por dose: 10pug de proteina
recombinante.

L5 + CpG ODN. Por dose. 10ug de proteina recombinante e
50pg de CpG ODN. ~
- S84 (SEQ ID NO: 32). Por dose: 10 mg de proteina
recombinante.
- S4 + CpG ODN. Por dose. 10ug de proteina recombinante e
50pg de CpG ODN.
- L3 + L5. Por dose: 10ug de proteinas recombinantes
totais; 5ug cada proteina.
- L3 + L5 + CpG ODN. Por dose. 10ug de proteina
recombinante total e 50ug de CpG ODN.
- L3 + L5 + S4. Por dose: 10ug de proteinas recombinantes
totais; 3,31ng de cada proteina.
- L3 + L5 + S4 + CpG ODN. Por dose. 1l0ug de proteina

recombinante total e 50ug de CpG ODN.

Resumidamente, 0s trés antigénios foram ensaiados na
presenca ou na auséncia de CpG ODN. Além disso, as
combinacdes de L3 4+ L5 e L3 + L5 + S4 foram analisados na
presenca e na auséncia de CpG ODN. Um més apds a ultima
dose, os ratinhos foram infetados com 105 promastigotes de
fase L. estaciondria de L. major injetados subcutaneamente

na almofada da pata esquerda.

O desenvolvimento da lesdo dérmica foi avaliado por medicéo

do inchamento da almofada até a semana 6 pds-desafio.
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Na Fig. 11A ambos os grupos de controlo (soro fisioldgico e
CpG ODN) e os cinco grupos vacinados com os antigénios sem
o adjuvante. N&do foram observadas diferencas nas lesdes
inflamatérias entre os grupos de controlo e o0s cinco
ratinhos dos Grupos vacinados com as proteinas na auséncia
de adjuvante. Na Fig. 11B ambos os grupos de controlo (soro
fisioldégico e CpG ODN) e os cinco grupos vacinados com o0s
antigénios combinados com o adjuvante sdo mostrados. Neste
caso, todos o0s grupos de ratinhos Vacinados com as
proteinas recombinantes na presenca do adjuvante mostraram
uma reducdo no inchaco da almofada exceto o grupo S4 + CpG
ODN. As lesbes inflamatdrias inferiores foram observadas no
ODN L5 + CpG, L3 + L5 + CpG ODN e grupos L3 + L5 + S4 + CpG
ODN.

As cargas parasitdrias na DLN e nos bacos de todos os
grupos de ratinhos foram analisadas na semana sete apds a
infecdo. Ndo foram encontradas diferencas estatisticas
entre os murganhos incluidos nos grupos de controlo e os
murganhos imunizados com o grupo ribossomal de proteinas
sem adjuvante (Fig. 12A). Por outro 1lado, os ratinhos
imunizados com as proteinas ribossdmicas mais CpG ODN
mostraram uma diminuicdo significativa na carga parasitéria
no baco, exceto no grupo S4 mais CpG ODN (Fig. 12B).
Quanto as cargas parasitédrias no linfo nodo popliteo,
verificou-se apenas uma diminuicdo significativa nos grupos
que foram Vacinados com a combinacdo de duas proteinas
ribossémicas (L3 + L5) ou trés (L3 + L5 + S4) mais CpG ODN.
Ratos Vacinados com L3 mais CpG ODN e L5 mais CpG ODN
também mostraram cargas parasitas mais baixas do que os
controlos. Contudo, devido ao alto grau de variabilidade
encontrado entre os diferentes animais, os resultados néo
foram estatisticamente significativos. Estes ensaios devem

ser repetidos com um maior numero de ratinhos, a fim de
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analisar a influéncia das vacinas no local parasita, uma
vez que em ensaios anteriores, encontramos diferencas
estatisticas entre os ratos vacinados com L3 mais CpG ODN e
L5 mais CpG ODN e controlos.

Quanto a utilizacdo de vacinas baseadas em antigenos
individuais ou coadministracdo de diferentes antigenos,
nossos resultados indicam gue as vacinas combinatdrias
estdo induzindo um grau de protecdo mais elevado do que as

vacinas antigénios.

Exemplo 6: Conceg¢do de procedimentos de clonagem para a
construgdo de moléculas recombinantes combinando os quatro
j4 caracterizados antigenos ribossémicos protetores (L3,

L5, S4 e S6 de Leishmédnia major).

Com base nos resultados anteriores, temos planejado
preparar novos produtos recombinantes baseados em
Leishménia major L3 (SEQ ID NO:1), L5 (SEQ ID NO:3), S4
(SEQ ID NO:32) e S6 (SEQ ID NO:34).

Em primeiro lugar, as insercdes de ADN que codificam para
as quatro proteinas serdo clonadas num vetor de expressédo
eucaridético (pcDNA-3;Stratagene). Este vetor, que permite a
expressdo das proteinas de Leishménia em células de
mamifero, pode ser empregue para testar as vacinas de DNA.
Em segundo lugar, desenhamos um procedimento para a
clonagem de diferentes proteinas quiméricas com
combinacdo dos gquatro antigenos (Fig. 13). As guimeras
genéricas serdo primeiro clonadas em pBluescript (um
plasmideo de andlise) E depois as insercdes de ADN gseré

clonado em dois plasmideos de expressdo diferentes:

1 pQE30; Um plasmideo de expressdo procaridtica.

1 pcDNA3, um plasmideo de expressdo eucaridtica.
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Esta estratégia de clonagem permitird que tenhamos tanto
vacinas de ADN como proteinas recombinantes expressas em E.
cé6li, com as combinacdes antigénicas propostas.

Utilizaram-se o0s seguintes iniciadores:

LmL3 Forward 5'-CGGGATCCATGTCTCACTGCAAGTTCGAG-3 '(SEQ ID O: 57)
5'-GCGATATCTCCCTTCTTCGCGGCCTTGCC-3 'inverso (SEQ ID NO: 58) LmS4
Forward 5'-GCGATATCGGGATGGCCAAGAAGCACCTCAAG-3 '(SEQ ID NO: 59)
5'"-CGGAATTCTCCCTTGCGGGCCCTGCGGG-3 ‘inverso (SEQ ID NO: 60)
ImS6 Forward 5'-CGGAATTCGGGATGAAGCTCAACATCGCGTAC-3 '(SEQ ID NO:
61)

5'-GCGATATCTCCCTTCTTCTGGAATGCTGCCAC-3 'inverso (SEQ ID NO: 62)
LmL5 Avang¢ar 5'-GCGATATCGGGATGTGCACGCTGGCAAATTG3 '(SEQ ID NO:
63)

5'-GGGGTACCGGATCCTTACTTGCCGAGGCGCTCGC-3 'inverso (SEQ ID NO: 64)

A proteina quimérica resultante ¢é representada por uma
sequéncia de aminoadcidos consistindo em SEQ ID NO: 67. Esta
proteina quimérica ¢é codificada por um acido nucleico
representado por uma molécula de 4cido nucleico que

consiste em SEQ ID NO: 66.

Lisboa, 12 de Janeiro de 2017
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Reivindicacdes

1. Uma fonte de ©proteina L5 ribossomal gue exibe
propriedades imunogénicas para utilizacdo num método para
tratar ou prevenir ou retardar uma doenca parasitica num
individuo, em que a referida fonte de L5 & um polipeptidico
compreendendo uma sequéncia de aminodcidos que tem pelo
menos 60% de identidade de sequéncia ou similaridade com a
sequéncia de aminodcidos SEQ ID NO: 3 e/ou que é codificado
por uma sequéncia nucleotidica que tem pelo menos 60% de
identidade com SEQ ID NO: 4 ou em que a referida fonte L5 é
um nucleico compreendendo uma sequéncia de &cido nucleico
que tem pelo menos 60% de identidade de sequéncia com a
sequéncia de nucledtidos SEQ ID NO: 4 e/ou que codifica uma
sequéncia de aminocdcidos dque tem pelo menos 60% de
identidade ou similaridade com SEQ ID NO: 3, em que a
similaridade entre duas sequéncias de aminoacidos &

determinada comparando a sequéncia de aminodcidos e

seus substitutos de aminoacidos conservados de um
polipéptido para a sequéncia de um segundo polipéptido
utilizando o computador programa BLAST X com a matriz de
comparacdo BLOSUM62, sendo o referido segundo polipéptido
definido pela SEQ ID NAO com que a similaridade deve ser

determinada.

2. Fonte de proteina L5 ribossomal para wutilizacdo de
acordo com a reivindicacdo 1, em que uma fonte S4 e/ou S6

e/ou L3 ¢ combinada com a referida fonte L5, em gque:

a referida fonte de S4 é um polipéptido compreendendo uma
sequéncia de aminocécidos que tem pelo menos 60% de

identidade de sequéncia ou similaridade com a sequéncia de

1/8



aminoacidos SEQ ID NO: 32 e/ou que ¢é codificada por uma
sequéncia de nucledétidos que tem pelo menos 60% de
identidade com SEQ ID NO: 33 ou a referida fonte S4 & um
dcido nucleico compreendendo uma sequéncia de A4cido

nucleico que tem pelo menos 60% de identidade de sequéncia

com a sequéncia nucledétido SEQ ID NO: 33 e/ou que codifica

uma sequéncia de aminodcidos que tem pelo menos 60%
identidade ou similaridade com SEQ ID NO: 32;

a referida fonte S6 é um polipéptido compreendendo uma
sequéncia de aminocdcidos que tem pelo menos 60% de
identidade de sequéncia ou similaridade com a sequéncia de
aminodcidos SEQ ID NO: 34 e/ou que é codificada por uma
sequéncia de nucledbétidos que tem pelo menos 60% de
identidade com SEQ ID NO: 35 ou a referida fonte 56 é um
dcido nucleico compreendendo uma sequéncia de Acido

nucleico que tem pelo menos 60% de identidade de sequéncia

com a sequéncia nucleotidica SEQ ID NO: 35 e/ou que
codifica uma sequéncia de aminodcidos que tem pelo menos

60% da identidade ou similaridade com SEQ ID NO: 34;

a referida fonte de L3 é um polipéptido compreendendo uma
sequéncia de aminocdcidos que tem pelo menos 60% de
identidade de sequéncia ou similaridade com a sequéncia de
aminodcidos SEQ ID NO: 1 e/ou que ¢é codificada por uma
sequéncia de nucledétidos que tem pelo menos 60% de
identidade com SEQ ID NO: 2 ou a referida fonte de L3 é um
dcido nucleico compreendendo uma sequéncia de acido

nucleico que tem pelo menos 60% de identidade de sequéncia

com a sequéncia nucleotidica SEQ ID NO: 2 e/ou que codifica

uma sequéncia de aminodcidos que tem pelo menos 60%

identidade ou similaridade com a SEQ ID NO: 1.
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3. Uma fonte de proteina L5 ribossomal para utilizacdo de
acordo com a reivindicacdo 1 ou 2, em gque estd presente um

adjuvante.

4. Uma fonte de proteina L5 ribossomal para utilizacgédo de
acordo com a reivindicacdo 3, em que o referido adjuvante é&

um adjuvante promotor de Thl.

5. Fonte de proteina L5 ribossbédmica para utilizacdo de
acordo com qualgquer uma das reivindicacdes 1 a 4, em gque as
proteinas L3 e/ou L5 e/ou S4 e/ou S6 como definido na

reivindicacdo 1 ou 2 é uma vacina.

6. Uma fonte de proteina L5 ribossomal para utilizacdo de
acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a 5, em que o
L3 e/ou L5 e/ou S4 e/ou S6 como definido na reivindicacdo 1
ou 2 é uma proteina, um fragmento de proteina, um péptido,

um acido nucleico.

7. Composicdo farmacéutica compreendendo uma fonte de

proteica L5 ribossomal exibindo propriedades imunogénicas,

em que a referida fonte L5 é€ um polipéptido compreendendo
uma sequéncia de aminodcidos que tem pelo menos 60% de
identidade de sequéncia ou similaridade com a sequéncia de
aminoacidos SEQ ID NO: 3 e/ou que ¢é codificada por uma
sequéncia de nucledétidos que tem pelo menos 60% de
identidade com SEQ ID NO: 4 ou; em que a referida fonte L5

¢ um acido nucleico compreendendo um Acido nucleico
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que tem pelo menos 60% de identidade de sequéncia com a

sequéncia de nucledétidos SEQ ID NO: 4 e/ou que codifica

uma sequéncia de aminoidcidos que tem pelo menos 60% de
identidade ou similaridade com SEQ ID NO: 3; onde a

similaridade é avaliada como indicado na reivindicacédo 1.

8. Processo de acordo com a reivindicacdo 7, caracterizado
por uma fonte S4 e/ou S6 e/ou L3 estar compreendida na
referida composicdo, em que: A referida fonte de 54 é um
polipéptido compreendendo uma sequéncia de aminoacidos que
tem pelo menos 60% de identidade de sequéncia ou
similaridade com a sequéncia de aminodcidos SEQ ID NO: 32

e/ou que ¢ codificada por uma sequéncia de nucledtidos que
tem pelo menos 60% de identidade com SEQ ID NO: 33 ou

a referida fonte S4 é um &cido nucleico compreendendo uma
sequéncia de &cido nucleico que tem pelo menos 60% de
identidade de sequéncia com a sequéncia nucleotidica SEQ ID
NO: 33 e/ou que codifica uma sequéncia de aminoadcidos que
tem pelo menos 60% de identidade ou similaridade com SEQ ID
NO: 32; a referida fonte S6 é um polipéptido compreendendo
uma sequéncia de aminoidcidos que tem pelo menos 60% de
identidade de sequéncia ou similaridade com a sequéncia de
aminodcidos SEQ ID NO: 34 e/ou que é codificada por uma
sequéncia de nucledbétidos que tem pelo menos 60% de
identidade com SEQ ID NO: 35 ou a referida fonte 356 é um
dcido nucleico compreendendo uma sequéncia de acido

nucleico que tem pelo menos 60% de identidade de sequéncia

com a sequéncia nucleotidica SEQ ID NO: 35 e/ou que
codifica uma sequéncia de aminodcidos que tem pelo menos

60% de identidade ou similaridade com SEQ ID NO: 34;
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a referida fonte de L3 é um polipéptido compreendendo uma
sequéncia de aminocdcidos que tem pelo menos 60% de
identidade de sequéncia ou similaridade com a sequéncia de
aminodcidos SEQ ID NO: 1 e/ou que é codificada por uma
sequéncia de nucledétidos que tem pelo menos 60% de
identidade com SEQ ID NO: 2 ou 3, a referida fonte L3 é um
dcido nucleico compreendendo uma sequéncia de 4cido
nucleico que possui pelo menos 60% de identidade de
sequéncia com a sequéncia de nucledtidos SEQ ID NO: 2 e/ou
que codifica um amino gque tem pelo menos 60% de identidade

ou similaridade com SEQ ID NO: 1.

9. Composicdo farmacéutica de acordo com a reivindicacdo 7

ou 8, compreendendo ainda um adjuvante.

10. Composicdo farmacéutica de acordo com a reivindicacéo
9, em que o referido adjuvante é um adjuvante promotor de

Thl.

11. Processo de acordo com uma qualquer das reivindicacdes
7 a 10, caracterizado pelo facto de compreender um composto

farmaceuticamente aceitdvel adjuvante e/ou transportador.

12. Composicdo farmacéutica de acordo com qualquer uma das

reivindicac¢des 7 a 11, para utilizacdo como medicamento.

13. Composicédo farmacéutica para utilizacdo de acordo com a
reivindicacdo 12, em que o referido medicamento ¢é uma

vacina.
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14. Utilizacdo de uma fonte de proteina L5 ribossomal que
exibe propriedades imunogénicas, em que a referida fonte L5
é um polipéptido compreendendo uma sequéncia de aminoécidos

que tem pelo menos 60% de identidade de sequéncia

ou similaridade com a sequéncia de aminocdcidos SEQ ID NO: 3
e/ou que é codificada por uma sequéncia de nucledtidos que

tem pelo menos 60% de identidade com SEQ ID NO: 4 ou;

em que a referida fonte de L5 ¢é um 4&cido nucleico
compreendendo uma sequéncia de &cido nucleico que tem pelo
menos 60% de identidade de sequéncia com a sequéncia
nucleotidica SEQ ID NO: 4 e/ou que codifica uma sequéncia

de aminodcidos que tem pelo menos 60% de identidade

ou similaridade com a SEQ ID NO: 3; para o diagndstico in
vitro de uma doenca parasitdria num individuo, em que a

similaridade é avaliada como indicado na reivindicacédo 1.

15. Utilizacéo de acordo com qualguer uma das
reivindicacgdes 1 a 6 ou 14, em que a fonte L3 e/ou L5 e/ou
S4 e/ou S6 tal como definida na reivindicacdo 1 ou 2 ¢é

obtida a partir de uma espécie de leishménia.

16. Uma fonte de ©proteina L5 ribossomal que exibe
propriedades imunogénicas para utilizacdo de acordo com
qualquer uma das reivindicacdes 1 a 6 ou utilizacdo de
acordo com a reivindicacdo 14 ou 15, em gque a doenca
parasitdria ¢ leishmaniose ou malédria e/ou em que O
parasita é causada por uma leishménia ou por uma espécie de

plasmodium e/ou em que a doenca parasitaria ¢ causada por

uma espécie diferente da espécie da qual a fonte L5 é

derivada.
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17. Método para diagnosticar uma doenca parasitica num
individuo utilizando uma fonte de proteina ribossdmica de
L5, exibindo propriedades imunogénicas propriedades em que
a referida fonte L5 ¢é um polipéptido compreendendo uma
sequéncia de aminocécidos que tem pelo menos 60% de
identidade de sequéncia ou similaridade com a sequéncia de
aminoacidos SEQ ID NO: 3 e/ou que ¢é codificada por uma
sequéncia de nucledétidos que tem pelo menos 60% de
identidade com SEQ ID NO: 4 ou; em que a referida fonte de
L5 é um &cido nucleico compreendendo uma sequéncia de &cido

nucleico que tem pelo menos 60% de identidade de sequéncia

com a sequéncia nucledétido SEQ ID NO: 4 e/ou que codifica
uma sequéncia de aminodcidos que tem pelo menos 60% de
identidade ou similaridade com a SEQ ID NO: 3; o método
compreendendo determinar se um anticorpo que reconhece a

referida fonte estd presente numa amostra obtida

do sujeito, em que a similaridade ¢é avaliada como indicado

na reivindicacédo 1.

18. Dispositivo de ensaio para o diagnéstico de uma doenca
parasitdria num individuo, em que o dispositivo compreende
uma proteina ribossdémica L5 apresentando propriedades
imunogénicas, em que a referida fonte L5 é um polipéptido
compreendendo uma sequéncia de aminoidcidos que tem pelo
menos 60% de identidade de sequéncia ou similaridade com a
sequéncia de aminoacidos SEQ ID NO: 3 e/ou que é codificada
por uma sequéncia de nucledtidos que tem pelo menos 60% de
identidade com SEQ ID NO: 4 ou; em que a referida fonte de
L5 é& um &cido nucleico compreendendo uma sequéncia de &cido
nucleico gque tem pelo menos 60% de identidade de sequéncia

com a sequéncia nucleotidica SEQ ID NO: 4 e/ou que codifica
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uma sequéncia de aminodcidos que tem pelo menos 60% de

identidade ou similaridade com a SEQ ID NO: 3

em que a similaridade ¢é avaliada como indicado na
reivindicacdo 18. Ensaio de acordo com a reivindicacdo 18,

em que o referido ensaio é uma ELISA.

Lisboa, 12 de Janeiro de 2017
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