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ES 2 486 365 T3

DESCRIPCION
Vacuna que comprende un extracto de proteina ribosomica (RPE) y opcionalmente un adyuvante promotor de Th;

Campo de la invencién

[0001] La invencion se refiere a una composicion que comprende un extracto de proteina ribosémica (RPE) y
opcionalmente un adyuvante promotor de Th; para la preparacion de un medicamento para el tratamiento o prevencion
de una enfermedad parasitaria y a su utilizacion.

Antecedentes de la invencion

[0002] La leishmaniasis comprende diferentes enfermedades provocadas por protozoos parasitos intracelulares
pertenecientes al género Leishmania que infecta principalmente a los macréfagos de una variedad de mamiferos que
incluye a perros y humanos. Dependiendo en gran medida de la especie del parasito y del estado de
inmunocompetencia del huésped humano, el espectro de la enfermedad comprende desde la leishmaniasis cutanea
autocurativa (CL) hasta la leishmaniasis visceral letal (VL) o kala-azar (18). La leishmaniasis viscerocutdnea canina
(VCL) provocada por Leishmania infantum y L. chagasi es una importante zoonosis emergente encontrada en paises de
la cuenca mediterranea, en Oriente Medio y en Latinoamérica (16) considerandose a los perros como el gran
asentamiento de dichos parasitos, que juegan un rol principal en la transmisién a humanos por medio de las moscas de
arena (47). El alcance de la infeccion se determina a través de las interacciones entre el sistema inmunoldgico que lo
alberga y las diferentes especies de parasito. Sin embargo, la patogénesis de la leishmaniasis es incierta y el
conocimiento de los mecanismos implicados en la respuesta inmunitaria a la Leishmania en seres humanos y perros
sigue siendo limitado. Generalmente, se asocia a la inmunidad protectora con una respuesta inmunitaria mediada por
célula clasica que induce a la activacion macréfaga por citocinas derivadas de linfocitos T, mientras que se asocia a las
enfermedades incurables con la generacion de fuertes respuestas humorales (15,26). La investigacion para el desarrollo
de vacunas de segunda generacion basadas en partes ordinarias del parasito o en antigenos definidos del parasito se
dirigi6 a la identificacion de moléculas de distinta superficie o moléculas secretadas por el parasito que han sido
probadas como candidatas para la vacuna en varios modelos experimentales usando diversos adyuvantes (1, 17, 22, 46,
48, 49, 52, 54). La investigacion de bibliotecas de expresién con sueros de animales o humanos infectados también ha
permitido la seleccién de algunos antigenos como candidatos vacunales (visto en (9)). Entre estos, aquellos que
principalmente obtienen una respuesta inmunitaria de tipo Thy en las células de ratones infectados o de pacientes
humanos independientemente de su ubicacion celular, han sido implicados en la generacién de respuestas protectoras
en distintos modelos de animales (51, 55, 56). Por otro lado, algunos de los antigenos aislados son proteinas
intracelulares conservadas que estimulan principalmente respuestas humorales en humanos o perros que padecen VL o
respuestas humorales a través del linfocito Thz en ratones infectados para la experimentacion (3, 36, 38, 40, 42). Se cree
que la respuesta humoral inadecuada provocada contra estos antigenos en perros que sufren leishmaniasis da como
resultado una inmunopatologia, debido principalmente a los efectos adversos de los complejos inmunes, en particular
uveitis (13), lesiones en el sistema nervioso central (14) o nefritis (23, 24, 33, 34). También se ha mostrado
recientemente que la presencia de complejos inmunes de IgG en seres humanos con VL se correlaciona con la
incapacidad para resolver infecciones, lo que demuestra que los complejos inmunes pueden ser perjudiciales para el
huésped infectado (30).

[0003] A pesar de no ser consideradas en primer lugar como candidatas vacunales, se ha asociado a las proteinas que
inducen altas respuestas humorales durante el proceso infeccioso con la produccion de respuestas protectoras. Por
ejemplo, tubulinas de parasitos y la histona H2B fueron reconocidas por clones de linfocitos T derivados de un donante
inmune (39) y rk39 causa la proliferacion y la producciéon de IFN-y por linfocitos T de ratones inmunes (25). También se
ha mostrado que la inmunizaciéon genética con los genes H2B, H3 y H4 del parasito induce proteccion en modelos
murinos de leishmaniasis visceral (27). También, la inmunizacion del receptor con quinasa C activada (LACK) (32),
algunas proteinasas de cisteina del parasito (38, 41) o las histonas que forman el nucleosoma del parasito (11, 20)
administradas con los adyuvantes promotores de Th; generan también respuestas inmunoldgicas que se correlacionan
con la proteccidn contra la leishmaniasis cutdnea en modelos murinos.

[0004] Entre los antigenos conservados evolutivos de Leishmania, diferentes pruebas sugieren que las proteinas
ribosdmicas son moléculas immunolégicamente relevantes en el proceso de Infeccion por Leishmania. En algunos
casos, los constituyentes ribosémicos pueden contribuir a la disfuncion del sistema inmunoldgico del huésped por medio
de su capacidad para modular actividades celulares y liberar citocina durante la infeccidn. Asi, la inyeccion de proteina
ribosdmica S3a de L. major en ratones BALB/c ha provocado la expansion policlonal de clones de linfocitos B y la
proliferacion de linfocitos T inhibidos (10). Ademas, la inmunizacién genética con una vacuna de ADN codificante para la
proteina ribosémica L31 putativa 60S exacerba la enfermedad en ratones por la induccion de las citocinas de IL-10 y Thy
(44, 53). También se han relacionado algunas proteinas ribosémicas de parasitos como las proteinas P acidicas de
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parasitos con la generacion de fuertes respuestas humorales en perros y seres humanos que padecen leishmaniasis
(visto en (42)).

[0005] US6500437 divulga una vacuna que consta del antigeno ribosémico LbeLF4A.

[0006] A pesar de los intentos realizados hasta el momento, continua sin existir una vacuna valiosa contra una
enfermedad parasitaria tal como la leishmaniasis. Por lo tanto, sigue existiendo la necesidad de dicha vacuna.

Descripcion de la invencion

[0007] En el presente trabajo se muestra que un RPE, especialmente un RPE de Leishmania (LRPE) es un objetivo de la
respuesta inmunitaria en perros naturalmente infectados con L. infantum y en ratones experimentalmente infectados con
L. major. Demostramos ademéas que se induce una fuerte respuesta inmunitaria protectoraa de Thy; cuando se
coadministra un LRPE con un adyuvante promotor de Th; tales como el oligodesoxinucleétido CpG (ODN). Dichas
composiciones (un LRPE combinado con un adyuvante promotor de Thi) son muy atractivas para su uso como vacuna.
La invencion sera descrita méas detalladamente a continuacion.

Uso

[0008] En un primer aspecto de la invencion, se prevé el uso de un RPE y opcionalmente un adyuvante promotor de Thy
para la preparacion de un medicamento para el tratamiento o prevencion de una enfermedad parasitaria en un sujeto.

[0009] En una forma de realizaciéon preferida, se obtiene un RPE utilizando una célula de pardsito que causa una
enfermedad parasitaria cuando esté presente en un sujeto llevando a cabo los siguientes pasos:

a. se mezcla una célula de parasito con un tampén de lisis,
b. se centrifuga la mezcla obtenida para obtener un extracto citosdlico,
c. se prepara un RPE del extracto citosélico obtenido.

[0010] En el paso a, un parasito se refiere preferiblemente a un protozoo. Los parasitos preferidos se definirdn a
continuacion aqui. Mas preferiblemente, un protozoo se encuentra en la fase de promastigote. El experto en la materia
conocera aproximadamente la cantidad de células de parasito que son necesarias para preparar la cantidad deseada de
RPE. De forma tipica para preparar aproximadamente 500 microgramos de RPE se usaran en torno a 3.10° células de
parasito. Un tampdn de lisis es un tampdn que descompondra al menos algunas células del parasito. Un tampén de lisis
preferido consta de un tensioactivo no iénico. Se han obtenido buenos resultados con Nonidet P 40 (NP40) como
tensioactivo no idnico. No obstante, pueden utilizarse otros tensioactivos no idnicos. Un tampoén de lisis preferido usado
como se describe a continuacién (Tampén A): 10mM Tris HCI, pH 8.0, 150 mM NacCl, 1,5 mM MgCl; y 0,5 % NP40
(Roche) y preferiblemente suplementado con inhibidores de proteasa tales como PMSF 1mM, Leupeptina 8 pg/ml,
Aprotinina 4 pg/ml y Pentatina 8 pg/ml). Tipicamente se aplica una cantidad adecuada de células de paréasito
(aproximadamente 10° células/ml del tampon A) mezclandolas gradualmente con dicho tampén de lisis utilizando una
pipeta eppendorf.

[0011] En el paso b, se aplica al menos un paso de centrifugacion a 4° C sobre la mezcla obtenida del paso a.
Normalmente se realiza una primera centrifugaciéon a 3.000 g aproximadamente durante unos 2 minutos. Preferiblemente
vuelve a centrifugarse el sobrenadante obtenido a 13.000 g aproximadamente durante unos 15 minutos a 4° C una o dos
veces.

[0012] En el paso c, el sobrenadante obtenido se usa para preparar un RPE como se describe en (45). El sobrenadante
obtenido se somete brevemente a una centrifugacion a velocidad rapida, a aproximadamente 90.000 r.p.m. durante unos
30 min a 4° C en un rotor Beckman TL100.3. El granulado obtenido es un granulado ribosémico crudo, que se
resuspende en el tamp6n B (20 mM Tris-HCI, pH 7.4, 500 mM AcNH4,100 mMMgCL,,5mM B-mercaptoetanol) y se
centrifuga a través de un gradiente discontinuo de sacarosa (20/40 %) en el tamp6n B a aproximadamente 90.000 r.p.m.
a 4° C en un rotor TL100.3. El granulado obtenido consta de ribosomas. Este granulado es preferiblemente disuelto en
PBS (Solucién Salina de Tampdn de Fosfato) sonicado y almacenado a - 70° C.

[0013] Las proteinas ribosdmicas son proteinas citosélicas bien conservadas. Como fuente de RPE que se puede usar
en el tratamiento de enfermedades parasitarias hay diferentes especies de Leishmania de protozoos tripanosomaticos.
Existen ma&s de 20 especies conocidas de Leishmania, incluyendo especies del subgénero de Leishmania,
comprendiendo el complejo L. major, incluyendo el L. major , el complejo L. Donovani, incluyendo L. chagasi, L. donovani
y L. infantum, el complejo L. Mexicana, incluyendo L. amazonensis y L. mexicana, al igual que la subespecie Viannia,
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que consta del complejo L. braziliensis, incluyendo L. braziliensis y L. peruviana y el complejo L. guyanensis, incluyendo
L. guyanensis y L. panamensis.

En una forma preferida de realizacién, se obtiene un RPE de una de las especies de Leishmania, preferiblemente de
Leishmania major y/o Leishmania infantum. El experto comprendera que un RPE también puede prepararse mediante la
mezcla de un RPE de varios organismos diferentes como se identifica aqui. El uso de un RPE en una vacuna en lugar
del uso de una proteina dada es bastante atractivo ya que un RPE contiene un gran nimero de antigenos diferentes.
Cada uno de estos antigenos podria causar potencialmente una respuesta de proteccion inmune en el sujeto tratado.
Ademas, hay sujetos que responden al antigeno A y no al B y viceversa. Por lo tanto, se prevé que una vacuna tal y
como se describe aqui estd pensada para ser usada por un amplio espectro de poblacién dado que contiene un gran
numero de antigenos diferentes.

[0014] Un adyuvante promotor de Th; (como un adyuvante que consta de un disefio ODN CpG) se define en la
bibliografia (Liu N., et al., (2003), Nature Immunology, 687-693) como un adyuvante capaz de promover o desencadenar
una respuesta inmunitaria de Thy contra un antigeno dado cuando se usa junto con dicho antigeno (aqui RPE) como ha
sido detectado en sobrenadantes de esplenocitos de un sujeto tratado cuando se ha cultivado con el antigeno. Como
forma de control, se evalla la promocién o activacion de una respuesta inmunitaria de Th; en una poblacion de
esplenocitos del mismo sujeto que no ha sido tratado con el antigeno y el adyuvante, o con la misma poblacién siendo
solamente tratado con el antigeno. La activacion o promocion de una respuesta inmunitaria de Th; es preferiblemente
definida por la induccion de IFNy como se detectd cultivando esplenocitos de un sujeto tratado con el antigeno y/o
causando la produccion de inmoglobulinas IgG2a especificas del antigeno. La evaluacion de la induccion de esta
citocina se lleva a cabo preferiblemente mediante ELISA en esplenocitos como se describe en el ejemplo. La evaluacion
de la induccién de IgG2a se lleva a cabo preferiblemente mediante ELISA o Western Blot como se describe en el
ejemplo. La induccion de IFNy y/o IgG2a después de la estimulacion de esplenocitos con RPE y un adyuvante significa
preferiblemente que se califica al adyuvante como un adyuvante promotor de Th;. Alternativamente o en combinacion
con la primera definicion de activacion o promocion de una respuesta inmunitaria de Th; dada con anterioridad, la
activacion o promocion de una respuesta inmunitaria de Th; puede definirse ademas por la ausencia (o la ausencia de
una induccidén) de una respuesta inmunitaria de Th,. Una respuesta inmunitaria de Th, se caracteriza por un aumento
detectable en la induccién de IL-4, IL-10 y/o la produccion de inmunoglobulinas IgG1 detectables cuando se compara
con esplenocitos no tratados. La evaluacion de la induccion de IL-4 y/o IL-10 se lleva a cabo preferiblemente mediante
ELISA en esplenocitos como se describe en el ejemplo. La evaluacion de la inducciéon de un IgG1l se lleva a cabo
preferiblemente mediante ELISA o Western Blot como se describe en el ejemplo.

[0015] Alternativamente o0 en combinacidn con las dos primeras definiciones de activacién o promocion de una respuesta
inmunitaria de Th; dada con anterioridad, la activacion o promocién de una respuesta inmunitaria de Th; puede definirse
ademas por la generacion de un aumento en la proporcion de IFNy/ IL-10 y/o en la proporcion de IFNy / IL-4 y /o de una
reduccion en la proporcion de 1gG1/lgG2a contra un antigeno definido, en este caso un RPE. En una forma preferida de
realizacién, un cambio (el aumento o la reduccién indicadas anteriormente) en cualquiera de estas proporciones superior
a 2 indica que un adyuvante tiene propiedades de Thi. La evaluacién de la induccién de cada una de las citocinas
mencionadas se lleva a cabo preferiblemente sobre esplenocitos mediante ELISA como se describe en el ejemplo.

La evaluacion de la induccién de una immunoglobulina IgG1 o IgG2a se lleva a cabo preferiblemente mediante ELISA o
Western Blot como se describe en el ejemplo.

[0016] En una forma de realizacién preferida, un adyuvante promotor de Th-1 es o comprende 0 consiste en un
oligodesoxinucleétido. Mas preferiblemente, un oligodesoxinucle6tido (ODN) comprende o consiste en CpG donde la C
es (ODN CpG) no metilado: 3'purina-CpG-5'pirimidina. Un oligodesoxinucleétido preferido consiste o consta de una
secuencia de ODN de fosforotioato modificada. El uso de oligodesoxinucleétidos con dicha modificacién es ventajoso
debido a que los oligodesoxinucleétidos usados son mas estables que los oligonucleétidos no modificados y no se
degradaran con facilidad una vez se encuentren en el sistema sanguineo. El adyuvante promotor de Th-1 preferido
consta o consiste en al menos uno, dos o tres motivos CpG. Las secuencias preferidas de los ODN inmunoestimuladores
(de 5' a 3') fueron TCAACGTTGA y GCTAGCGTTAGCGT. Es posible disefiar otras secuencias y posteriormente
probarlas para la propiedad promotora de Th-1 tal y como ha sido descrito anteriormente aqui. Este adyuvante preferido
ODN CpG identificado es muy atractivo debido a que se ha demostrado en el ejemplo que la co-inoculacién de LRPE
con este adyuvante promotor de Thl induce proteccion contra un estimulo con parésitos de L. major tanto en las cepas
de ratones BALB/c como C57BL/6. En ambos modelos, la proteccién se correlaciona con una produccion especifica de
IFN-y. En BALBI/c, se detectd una restriccion de la produccién de IL-4 e IL-10.

[0017] Una ventaja de la presente invencion es que la misma permite la preparacion de un medicamento para el
tratamiento de un espectro mas amplio de enfermedades parasitarias, es decir, un medicamento con especificidad en
varias especies. En muchas enfermedades parasitarias, una vacuna contra especies especificas s6lo funciona con
dichas especies especificas. Un ejemplo de una enfermedad parasitaria en la que ocurre tal caso es la Leishmaniasis.
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Actualmente, la enfermedad se controla con farmacos, pero el tratamiento con farmacos no previene la extensién de la
enfermedad y en muchos casos no es muy eficaz. En otra forma de realizacion preferida, una enfermedad parasitaria es
la leishmaniasis. Mas preferiblemente, una enfermedad parasitaria es causada por especies de Leishmania. En otra
forma de realizacion preferida, una enfermedad parasitaria es causada por especies diferentes a aquellas de las que
deriva un RPE. En patrticular, la Leishmaniasis provocada por una especie del género Leishmania puede tratarse con el
uso de una composicion basada en un RPE de otra especie de Leishmania. En una forma de realizacion, la
Leishmaniasis causada por L. major es tratada con éxito con una composicion que consta de un RPE de L. infantum.
Alternativamente, otras enfermedades parasitarias como la malaria pueden ser tratadas con éxito con una composicion
basada en un RPE de otras especies, por ejemplo basada en un RPE de L. infantum.

[0018] En el contexto de la invencién, un sujeto se refiere a un humano o un animal. Un animal dentro del objeto de la
invencion incluye un mamifero, preferiblemente un perro.

[0019] En una forma de realizacion preferida, un medicamento tal y como se define aqui se utiliza para aumentar la
capacidad de lucha de un sistema inmunitario humano o animal contra una infeccion y/o una enfermedad, mas
preferiblemente una infeccidon parasitaria y/o una enfermedad parasitaria. En particular, puede usarse para su
administracion en un sujeto humano o animal. Un medicamento tal y como se describe aqui se administra
preferiblemente por via parenteral, por ejemplo, por inyeccién o infusién por via intravenosa, subcutanea, intraperitoneal,
intramuscular, intraarterial o intralesional. Un modo de administracion preferido es subcutanea. Un medicamento puede
combinarse con un medio farmacéuticamente aceptable o con sistemas de administracién a partir de técnicas
convencionales conocidas en la técnica. Por ejemplo, un RPE y de forma opcional un adyuvante promotor de Th;
pueden ser disueltos en una solucion salina de tampon de fosfato (PBS). Los métodos para preparar composiciones
administrables por via parenteral son bien conocidos en la técnica y descritos con mas detalle en varias fuentes,
incluyendo, por ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences, Ed. AR Gennaro, 202 edicién, 2000, Williams & Wilkins,
PA, EEUU. Un medicamento se administra preferiblemente en una dosis terapéuticamente efectiva, es decir, una que
aumentara la capacidad del sistema inmunitario humano o animal para luchar contra una infeccién y/o una enfermedad
tal y como se describe aqui. Preferiblemente, una dosis terapéuticamente efectiva de un medicamento de la invencion
prevendra y/o retrasara el desarrollo de lesiones dérmicas y/o causara una reduccién significativa de la cantidad de
parasitos en el oido y/o en el ganglio linfatico de drenaje (DLN). La evaluacion de la presencia de lesiones dérmicas es
descrita en las leyendas de la figura 6. La evaluacion de la carga parasitaria se describe en el ejemplo. Una dosis
terapéuticamente efectiva de un medicamento de la invencién preferiblemente prevendra el desarrollo de lesiones
dérmicas y/o preferiblemente causara una reduccién de la carga parasitaria en el oido de aproximadamente 3 niveles de
magnitud y/o de aproximadamente una magnitud similar en un DLN después de un periodo de tiempo que conste de una
primera vacunacién usando una composicién de la invencién seguida de una infeccién secuencial con un parasito y un
plazo de espera de aproximadamente +6 semanas. En una forma de realizacion preferida, un medicamento tal y como
se describe aqui es una vacuna. En una forma de realizacion més preferida, al menos 12 yg de RPE son utilizados en
una vacuna. En una forma de realizaciébn aun mas preferida, al menos 12-20 yg de un RPE deben usarse para
proporcionar una respuesta inmunitaria opcionalmente combinada con al menos 50 pg de un adyuvante promotor de Tha,
como por ejemplo CpG ODN. Una vacuna tal y como se describe aqui puede ser una vacuna profilactica o terapéutica.
El volumen en el que el RPE y opcionalmente un adyuvante promotor de Thl pueden ser disueltos puede variar entre
100 y 500 microlitros.

Composicion

[0020] En otro aspecto, se proporciona una composicién que consta de un RPE y opcionalmente un adyuvante promotor
de Thi;. Tanto el RPE como el adyuvante promotor de Th; han sido ya descritos aqui. En una forma de realizacion
preferida, una composicion consiste en un RPE y un adyuvante promotor de Th;. Un adyuvante promotor de Th;
preferido es CpG ODN. Una composicion preferida consta o consiste en un RPE y opcionalmente un adyuvante promotor
de Th; disuelto en PBS. En una forma de realizacion mas preferida, se abarca también en la presente invencion que un
RPE y un adyuvante promotor de Th; se administran consecutivamente. Por lo tanto, ninguno de los dos componentes
necesita estar fisicamente presente en una Unica composicion siempre que ambos se administren en el sujeto.

[0021] Tal composicién puede constar ademas de un adyuvante y/o administrador farmacéuticamente aceptable.

[0022] Tal composicion se usa preferentemente como un medicamento. El medicamento es preferiblemente una vacuna.
Tanto el medicamento como la vacuna han sido extensamente descritos aqui.

Método

[0023] En otro aspecto, la invencién proporciona un método para prevenir y/o tratar una enfermedad parasitaria y/o
retrasar su progresion y/o prevenir y/o retrasar el desarrollo de lesiones dérmicas y/o causar una reduccion significativa
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de la carga parasitaria en un oido y/o en un drenaje de ganglio linfatico (DLN) todos ellos tal y como se describe aqui. En
este método, una vacuna de la invencién funciona como una vacuna terapéutica. Tipicamente, existe un periodo de
tiempo entre la infeccion y la enfermedad. En este caso, una vacuna actuaria como un producto inmunitario
farmacolégico que prevendria y/o trataria la enfermedad y/o retrasaria su progresién mediante la obtencién de una
respuesta inmunitaria en el huésped que actuara como contrarreaccion al efecto patoldgico de la infeccion. Una vacuna
terapéutica difiere de una vacuna profilactica en que una vacuna terapéutica inducira la proteccién en un paciente que ya
tiene la infeccion o la enfermedad.

[0024] En el presente documento y en sus reivindicaciones, el verbo "comprender" y sus diferentes conjugaciones se
usan en su sentido no limitativo ya que quiere decir que los puntos de acuerdo con lo expuesto estan incluidos, pero los
articulos no mencionados especificamente no estan excluidos. Ademas el verbo "consistir" se puede sustituir por
"consistir esencialmente de" queriendo expresar que un producto o una composicién o una mezcla de conservacion tal y
como la aqui definida puede comprender componente(s) adicional(es) a aquellos identificados especificamente, sin que
dicho(s) componente(s) adicional(es) alteren la caracteristica Unica de la invencion.

[0025] Ademas, la referencia a un elemento mediante el articulo indefinido "un" o “una” no excluye la posibilidad de que
haya mas de un elemento presente, a menos que el contexto especifique claramente que solo existe un Unico elemento.
El articulo indefinido "un" o “una” tiene asi normalmente el significado "al menos uno".

Descripcion de las figuras

[0026]

Fig. 1. (A) Las proteinas ribosdmicas L. infantum fueron sometidas a electroforesis en gel de poliacrilamida con
dodecilsulfato sddico (SDS-PAGE) en gradiente lineal 10-14 %, transferidas a manchas de nitrocelulosa e incubadas con
suero de perros sanos (lineas 1-3), y suero de perros que padecian VCL (lineas 4-13). Los sueros se emplearon en una
disolucion 1/200. Como reactivo secundario se us6 un anticuerpo IgG anticanino conjugado con peroxidasa de rabano
(B-E). Se infectaron cuatro ratones BALB/c con 5 x10* promastigotes de L. major en fase estacionaria en la almohadilla
plantar izquierda y se obtuvieron sueros ocho semanas después. Cuatro ratones C57BL/6 fueron infectados con 300
promastigotos metaciclicos de L. major en la dermis del oido y se obtuvieron sueros tras el estimulo en la semana 14.
También se obtuvo suero de preinfeccidn para ambas cepas antes de llevarse a cabo el estimulo parasitario.

(B) Las proteinas ribosémicas de L. major fueron sometidas a electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato
soédico (SDS-PAGE) en gradiente lineal 10-14 %, transferidas a manchas de nitrocelulosa e incubadas con suero
obtenido de ratones infectados BALB/c o C57BL/6. Se empled suero en una disolucion 1/200. Ningun suero preinfectado
mostrd reactividad contra LRP (no mostrado). (C) Los titulos para los anticuerpos 1gG1 e IgG2a contra LRP en ambas
cepas de ratones fueron determinadas individualmente por ELISA. (D) Ocho semanas después de la infeccion se
practicd una eutanasia a los ratones BALB/c y se cultivaron in vitro sus células de DLN popliteo durante 48 h en
presencia de 12 ug de 1 ml de LRP de LRP de L. mayor o en el medio solo. Los niveles de IFN-y, IL-4 e IL-10 fueron
evaluados por ELISA en los sobrenadantes cultivados. (E) Catorce semanas después la infecciobn se practic6 una
eutanasia a los ratones C57BL/6 y sus DLN retromaxilares se trataron como se describe en D.

Fig. 2. (A) analisis de la respuesta humoral especifica inducida en ratones BALB/c. Los ratones BALB/c (seis por grupo)
fueron inmunizados por via subcutdnea en la almohadilla plantar derecha con tres dosis de proteinas ribosémicas de L.
major solas (LRP), o con el adyuvante CpG ODN (LRP + CpG), s6lo con el adyuvante CpG ODN (CpG) o con PBS
(solucidn salina). Cuatro semanas después de la tercera inmunizacidn, se extrajo sangre a los ratones y los sueros
fueron evaluados mediante ELISA para respuestas especificas de los anticuerpos anti-LRP tanto de los isotipos 1gG1
(barras negras) como IgG2a (barras blancas). Ningln suero preinmunitario mostré reactividad (B-D). Cuatro semanas
después de la vacunacion se practicé una eutanasia a los ratones y se obtuvieron sus bazos y se cultivaron in vitro
durante 48 h en presencia de LRP (barras grises) o del medio solo (barras negras). Los niveles de IFN-y (B), IL-4 (C) e
IL-10 (D) fueron evaluados por ELISA en los sobrenadantes cultivados.

Fig. 3. (A) Trayectoria de la infeccion por L. major en ratones vacunados BALB/c. Los ratones (seis por grupo) fueron
inmunizados por via subcutanea como se indica en la Fig. 2. Un mes después de la Gltima inmunizacion, se infectd a los
animales en la almohadilla plantar posterior izquierda con 5 x 10* promastigotes de L. major en fase estacionaria. La
inflamacion de la almohadilla plantar se determina con la diferencia de grosor entre la almohadilla plantar infectada y la
contralateral no infectada. Los resultados representan la desviacion tipica y media para dos experimentos
independientes. * P< 0,001 diferencias significativas en la inflamacion para LRP + ratones vacunados CpG ODN frente al
grupo de ratones CpG ODN ocho semanas después de que se produjera el estimulo. (B) En la semana ocho tras la
infeccion el numero de parasitos viables en el DLN popliteo de la pierna infectada y el bazo fueron individualmente
determinados limitando la disolucién. Los resultados representan la desviacién tipica y media para dos experimentos
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independientes. * P< 0,01 diferencias significativas en la carga parasitaria del popliteo para LRP + ratones vacunados
CpG ODN frente al grupo de ratones CpG ODN en la semana 8 después de que se produjera el estimulo. (C-D) La
produccion de citocina en ratones infectados y vacunados se determina ocho semanas después de que se produjera el
estimulo con L. major. EI DLN popliteo de la pierna infectada se obtuvo y se cultivé in vitro durante 48 h en presencia de
SLA (barras blancas), LRP (barras grises) o el medio solo (barras negras). Los niveles de IL-4 (C), IL-10 (D), e IFN-y (E)
en los sobrenadantes cultivados fueron evaluados mediante ELISA. Este experimento se repitié con resultados similares.
(F) Anélisis de la participacion de IL-12 y de linfocitos T en la produccién de IFN-y asociada a la proteccion conferida por
la vacunacion con LRP + ODN CpG. El LN popliteo de los ratones vacunados con ODN CpG (barras negras) y LRP +
ODN CpG (barras blancas) fueron obtenidos ocho semanas después del estimulo con 5 x 10* promastigotes de L. major
en fase estacionaria y estimulados y cultivados con LRP en presencia de bien anti-IL-12, anti-CD4 o anti-CD8, y
anticuerpos monoclonales de control. Los niveles de IFN-y fueron evaluados por ELISA 78h después de la incubacion.
Las diferencias en la produccion de IFN-y entre el tratamiento con anticuerpos monoclonales anti-CD8 y el tratamiento
con anticuerpos de control monoclonales fueron estadisticamente significativas (*P < 0,05). Los datos corresponden a un
experimento representativo de dos experimentos independientes con resultados similares.

Fig. 4. Analisis de la polarizacion de IgG1/lgG2a. (A) Las muestras de suero fueron obtenidas ocho semanas después
del estimulo y el titulo para los anticuerpos IgG1 e IgG2a contra el LRP fueron determinados individualmente mediante
ELISA. Las diferencias en el titulo del IgG1 entre ratones vacunados con LRP + ODN CpG y los otros tres grupos
resultaron estadisticamente significativas (* P < 0,01). (B) El LRP de L. major fue redisuelto en gel SDS-PAGE en
gradiente lineal 10-14% transferido en manchas de nitrocelulosa e incubados con suero obtenido de los grupos de
ratones indicados con una disolucion 1/200. Se muestran las respuestas de los anticuerpos tanto de los isotipos de 1gG1
y lgG2a. (C) Se emplearon los mismos sueros para la determinacion de las valoraciones de IgG1 e IgG2a frente a SLA.
Las diferencias en el titulo de IgG1 entre los ratones vacunados con LRP + ODN CpG y los otros tres grupos fueron
estadisticamente significativas (* P < 0,02).

Fig. 5. Seis ratones BALB/C fueron vacunados con LRP + ODN CpG e infectados en la almohadilla plantar izquierda
como se indica en la Fig. 3. Dieciocho semanas después del primer estimulo parasitario se reinfect6 a los ratones en el
oido con 300 promastigotes metaciclicos de L. major. Como control seis ratones que no habian sido expuestos a ningin
antigeno también fueron estimulados en el oido. (A) curso de la infeccion por L. major en ratones BALB/c protegidos y
reinfectados. Los valores representan el diametro de lesién media + desviacion tipica (DT). * P< 0,0001 Diferencias
significativas en la inflamacién por reinfeccion frente a infeccion de control en ratones 7 semanas después del estimulo.
(B) Siete semanas después de la reinfeccién, se practicd una eutanasia a los ratones y se cuantificd individualmente la
carga parasitaria en la dermis del oido, el bazo y el DLN local. Los resultados se expresan como + SD de doce oidos y
DLN. * P < 0,001 Reduccién significativa en ratones reinfectados frente a ratones infectados por control. (C) Después de
la eutanasia el DLN retromaxilar de los ratones de control (barras negras) y los ratones reinfectados (barras blancas)
fueron obtenidos y cultivados in vitro durante 48h en presencia de SLA, LRP o solo. Los niveles de IFN-y, IL-4 e IL-10
fueron evaluados por ELISA en los sobrenadantes cultivados. (D-E) Se obtuvieron muestras de suero siete semanas
después del re-estimulo y el titulo para los anticuerpos 1gG1l y IgG2a contra LRP (D) y SLA (E) fue determinado
individualmente por ELISA.

Fig. 6. Proteccion contra la infeccion de L. major en ratones C57BL/6. Los ratones (seis por grupo) fueron inmunizados
por via subcutanea en la almohadilla plantar derecha con tres dosis de LRP + ODN CpG y con ODN CpG solo (A)
Produccién de IFN-y, IL-4 e IL-10 por esplenocitos de ratones vacunados C57BL/6. Cuatro semanas después de la
vacunacion con ODN CpG (barras negras) o LRP + ODN CpG (barras blancas) se practic una eutanasia a los ratones y
se extrajeron sus bazos y se cultivaron in vitro durante 48 h en presencia de LRP o solos. El nivel de citocinas fue
evaluado por ELISA en el sobrenadante cultivado. (B) Trayectoria de la infeccion por L. major en ratones vacunados
C57BL/6. Doce ratones de cada grupo fueron inmunizados como se ha descrito anteriormente y cuatro semanas
después de la ultima inoculacion se infectaron mediante inoculacion en el oido con 300 promastigotes metaciclicos de L.
major. Los valores representan el diametro de lesion media + desviacidn tipica (SD). * P < 0,001 Reduccién significativa
en la inflamacién entre los dos grupos de ratones. (C) La carga parasitaria en la dermis del oido y en el DLN local de
ratones vacunados con ODN CpG (barras negras) o LRP + ODN CpG (barras blancas) cuantificado en la semana cinco
(seis ratones por grupo) y trece (seis ratones por grupo) post infeccién. Los resultados se expresan con + DT de doce
oidos y DLN. * P < 0,01 Reduccion significativa entre ambos grupos de ratones. (D-E) La produccién de IFNI" en ratones
vacunados con CpG (barras negras) o LRP + ODN CpG (barras blancas). Las células de los retromaxilares se
obtuvieron 5 semanas después de la infeccion y se estimularon en el cultivo en presencia de SLA, LRP y solas (D) o con
LRP en presencia de anti-IL-12, anti-CD4 o antiCD8, y anticuerpos de control monoclonales. El nivel de IFN-y fue
evaluado por ELISA después de 78 h de incubacion. Las diferencias en la produccion de IFN-y entre el tratamiento con
anticuerpos monoclonales antiCD8 y el tratamiento con anticuerpos de control fueron estadisticamente significativas (* P
< 0,01). (F) Se obtuvieron muestras de suero en la semana 5 y 13 tras el estimulo y las valoraciones para los
anticuerpos 1gG1 e 1gG2a contra la LRP fueron determinadas individualmente por ELISA. (G) Produccion de IL-10 en
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ratones vacunados con ODN CpG (barras negras) o LRP + ODN CpG (barras blancas). Se obtuvieron células de los
retromaxilares 5 semanas después de la infeccidn y fueron estimuladas en cultivo en presencia de SLA, LRP o solas. El
nivel de IL-10 fue evaluado por ELISA después de 78 h de incubacion.

Ejemplos

MATERIALES Y METODOS

Cepas de ratones y pardsitos.

[0027] Los ratones hembra Balb/C tuvieron un crecimiento de entre 6 a 8 semanas al inicio de los experimentos y fueron
comprados a Harlan Interfauna Ibérica S.A. (Barcelona, Espafia). Los paratisos de L. major (clon WHOM/IR/-173) y clon
V1 (MHOM/IL/80(Friedlin) se mantuvieron en estado virulento al transmitirlos a los ratones BALB/c. Los amastigotes de
L. major se obtuvieron de los ganglios linfaticos de drenaje popliteos (DLN) y transformados en promastigotes por cultivo
a 26 °C en el medio de Schneider (Gibco; BRL) suplementados con 20% de suero fetal de ternera (FCS) hasta que
alcanzaron la fase estacionaria tardia. Los promastigotes de ambos clones fueron cultivados a 26 °C en el medio de
Schneider (Gibco; BRL) suplementados con 20% de FCS. Los promastigotes en fase infecciosa (metaciclicos) de L.
major (clon V1) se aislaron de cultivos estacionarios por seleccion negativa usando aglutinina de cacahuete
(Laboratorios Vector, Burlingame, CA.). Los promastigotes de L. infantum (MCAN/ES/96/BCN/150, MON-1) fueron
cultivados a 26 °C en medio RPMI (Gibco, BRL) suplementados con 10% de FCS.

ODN CpG y antigenos de Leishmania.

[0028] Para la preparacién de los extractos de proteina ribosdmica de Leishmania (LRP), se cosecharon promastigotes
de L. major y L. Infantum, lavado dos veces en BFS preenfriado y resuspendidos en | ml NP40 (Roche Diagnostics,
GmbH, Manheim Alemania, cat. N. 11332473001) Buffer de lisis (Buffer A) (10 mM Tris CIH pH 8.0 150 mM NacCl 1.5
mM Mg12 y 0.5 % NP40, PMSF 1 mM, leupeptina 8 pg/ml, aprotinina 4 pg/ml y Pentatin 8 pug/ml). Y pipeteada arriba y
abajo 10 veces. Después de la lisis, las muestras se microcentrifugaron a 3,000 x g durante 2 min a 4 °C para granular
los ndcleos. El sobrenadante se microcentrifugd dos veces a 13,000 x g durante 15 min a 4 °C y los ribosomas se
prepararon a partir del sobrenadante citosélico como se describe en (45). Brevemente, el citosol fue sometido a un
centrifugado de alta velocidad a 90,000 r.p.m. durante 30 min a 4 °C en un rotor Beckman TL100,3. El crudo del
granulado ribosémico fue resuspendido en el buffer B (20 mM Tris-HCI, pH 7,4,500 mM AcNH4,100 mMMgCL2,5mM B -
mercaptoetanol) y centrifugado a través de un gradiente discontinuo de sacarosa (20/40%) en el buffer B a 90,000 r.p.m.
a 4 °C en un rotor TL100,3. El granulado de ribosomas lavados fue disuelto en BFS, sonicado y almacenado a - 70 °C.

[0029] Las proteinas totales de L. major (antigeno soluble de Leishmania soluble [SLA]) fueron preparadas en tres ciclos
de congelacion y descongelacion de promastigotes en fase estacionaria de L. major suspendidos en BFS. Tras la lisis
celular, los antigenos solubles fueron separados de la fraccidn insoluble por centrifugado durante 15 min a 12,000 g
utilizando un microcentrifugado y almacenado a - 70 °C. Las secuencias de ODN modificadas con fosforiotato que
contenian motivos CpG ( ODN CpG) fueron sintetizadas por Isogen (Holanda). Las secuencias de los ODN
inmunoestimuladores (5' a 3') fueron TCAACGTTGA y GCTAGCGTTAGCGT.

Inmunizaciones y parasito challoge.

[0030] Los ratones BALB/c fueron inoculados subcutaneamente (s.c.) en la almohadilla plantar adecuada con bien 12 ug
de LRP de L. major LRP solo o afiadiendo 50 ug de ODN CpG (25 ug de cada ODN inmunoestimulador), ODN CpG (50
Mg) adyuvante solo, o buffer fosfato salino (BFS). Cada grupo fue estimulado 2 y 4 semanas mas tarde utilizando el
mismo régimen. El primer estimulo parasitario se efectué por inoculacién s.c. con 5 x 10* promastigotes en fase
estacionaria de L. major (clon WHOM/IR/- 173) en la almohadilla plantar izquierda (no tratada) cuatro semanas después
de la ultima inoculacidon. El progreso de la infeccién fue seguido por la medicion del grosor con un calibrador métrico. La
almohadilla plantar contralateral de cada animal representaba el valor de control, y la inflamacion fue calculada de la
siguiente manera: grosor de la almohadilla plantar izquierda menos grosor de la almohadilla plantar derecha. Se practicé
eutanasia a los animales cuando las lesiones se volvieron necroticas. Para la reinfeccion seis ratones BALB/c fueron
vacunados e infectados como ha sido descrito anteriormente. Después de dieciocho semanas, 300 promastigotes
metaciclicos de L. major (clon V1) fueron inyectados en la dermis de ambos oidos de cada raton. La evolucién de la
infeccion fue monitoreada por medicion del diametro de los endurecimientos de las lesiones del oido con un calibrador
métrico. Como control un grupo de seis ratones BALB/c que no habian sido expuestos a ningun antigeno también fueron
infectados en la dermis de oreja.

[0031] Los ratones C57BL/6 fueron inyectados s.c. en la almohadilla plantar con 12 pg de LRP de L. major + 50 uyg ODN
CpG (25 pg de cada ODN inmunoestimulador), y 50 ug de ODN CpG (50 ug) solo el adyuvante. Estos ratones fueron
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estimulados dos y cuatro semanas mas tarde con el mismo régimen de inmunizacion. La infeccién se llevo a cabo 4
semanas después de la Ultima vacunacion por inoculacion intradérmica (i.i.) de 300 promastigotes metaciclicos de L.
major (clon V1) en la dermis de ambos oidos del ratén. La evolucién de la infeccion fue monitoreada por medicion del
diametro de los endurecimientos de la lesion de oido con un calibrador métrico.

Cuantificacion parasitaria.

[0032] EI numero de parasitos en los oidos se determiné limitando la evaluacion de la disolucion (6). Sucintamente se
recuperaron los oidos de los ratones infectados. Se separaron las hojas dorsales y ventrales de los oidos infectados. Se
depositaron las laminas del oido en un medio Eagle modificado de Dulbecco que contenia una mezcla de enzimas
Liberase Cl (50 ug 1 de ml). Tras 2 horas de incubacion a 37 °C, los tejidos fueron cortados en pequefios trozos,
homogeneizados Yy filtrados utilizando un depurador celular (tamafio de poro de 70 uM). El tejido homogeneizado fue
diluido en serie en una buena placa de microtitulacion de fondo plano de 96 pocillos que contenia medio de cultivo de
Schneider mas 20% de suero fetal de ternera (FCS).

El nimero de parasitos viables se determiné a partir de la mayor dilucién a la que los promastigotes podian crecer en 7
dias de incubacion a 26 °C. El nimero de parasitos también se determind en los ganglios linfaticos de drenaje (DLN)
locales de oidos infectados (retromaxilar), en la almohadilla plantar (popliteo) y en el bazo. Se recuperaron los 6rganos,
se disociaron mecanicamente y luego se diluyeron en serie como se describe. La carga parasitaria se expresa como el
namero de parasitos en el 6rgano por completo.

Medicién de citocinas en sobrenadantes.

[0033] Los bazos y los DLN locales correspondientes se eliminaron asépticamente, disociandose mecéanicamente y
sembrandose en el medio RPMI completo (RPMI 1640 suplementado con 10% FCS, 2 mM glutamina, y 10 mM 2-
mercaptoetanol). 5 x 10° células ml-* se sembraron en placas de 48 pocillos durante 48 h a 37°C en presencia de LRP
(12 ug miY) 0 SLA (12 ug mi"). La liberacion de IFN-y, IL-10 e IL-4 se midié en los sobrenadantes de esplenocitos y las
células de DLN cultivadas mediante equipos comerciales de ELISA (Diaclone, Besangon, Francia). En algunos casos, las
células de DLN estimuladas con 12 ug ml' de LRP se incubaron en presencia de 10 pg ml* de anticuerpo monoclonal
(mAb) contra ratones tanto de CD4 (GK 1.5), IL-12 (C17.8) o CD8 (53-6.7). También se analizaron en el ensayo
controles apropiados de isotipo conjugados. Los anticuerpos (endotoxina baja™ sin azido) se compraron en BD
(PharMingen).

Andlisis de las respuestas humorales.

[0034] Las muestras de suero fueron analizadas para anticuerpos especificos contra LRP o SLA mediante ELISA o
Western Blot. Las placas estandar de ELISA se recubrieron durante la noche a temperatura ambiente con 100 pl de LRP
(5 ug ml-Y) en BFS) o SLA (2 pg ml-* en BFS). El titulo se determiné por una disolucién en serie del suero y se definio
como lo inverso al mayor factor de disolucion de suero dada una absorbancia > 0.2. Los andlisis especificos de isotipos
se realizaron con las siguientes inmunoglobulinas con un conjugado de peroxidasa de Armoracia rusticana anti-raton
(Nordic Immunological Laboratories, Tilburg, Paises Bajos): anti-lgGl (1/1000) y anti-lgG2a (1/500). Se us6 dihidrocloruro
de ortofenilendiamina - OPD- (Dako, A/S, Glostrup, Dinamarca) como sustrato de peroxidasa para ensayos con ELISA.
Tras 15 min, la reaccion se detuvo por adiciéon de 100 uyl de H2 SO4 1 M y la absorbancia se leyé a 450 nm.

[0035] Para analisis con Western Blot, se obtuvieron proteinas ribosémicas de L. infantum y L. major, se resuspendieron
en buffer Laemmli, resuelto en gel de poliacrilamida con docecilsulfato sédico (SDS-PAGE) y transferido a membranas
de nitrocelulosa (Amersham, Aylesbury, Reino Unido). Las manchas fueron evaluadas con suero para perros de control,
perros que padecian leishmaniasis vicerocutanea canina (LVC), o sueros de diferentes grupos de ratones empleados en
el presente trabajo en las disoluciones indicadas. Se usaron como anticuerpos secundarios inmoglobulina con un
conjugado de peroxidasa de Armoracia rusticana anti-lgG (1/1000), anti-igG1 (1/1000), anti-lgG2a (1/500), e 1gG anti-
canino (1/2000) comprados en Nordic Immunological Laboratories (Tilburg, Paises Bajos).

Analisis estadistico.

[0036] El andlisis estadistico se realiz6 por una prueba T de student. Las diferencias se consideraron significativas
cuando P< 0.05.

Resultados
Antigenicidad del LRP durante la infeccion.

[0037] Para analizar la antigenicidad de las proteinas ribosomicas de Leishmania (LRP) se evalud la reactividad contra
LRP de L. infantum de suero de perros infectados naturalmente mediante Western blot. Se observé que el suero de
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perros que padecian la enfermedad de manera activa reconocia un gran nimero de bandas proteicas en el extracto de
LRP (Fig. 1A). El suero de ratones BALB/c y C57BL/6 experimentalmente infectados con L. major también reconocid
muchas bandas proteicas en la LRP de L. major, siendo el nimero de proteinas ribosémicas reconocido por anticuerpos
IgG presentes en suero de ratones susceptibles BALB/c superior al nimero de proteinas reconocidas por estos
anticuerpos en sueros de ratones resistentes C57BL/6 (Fig. 1B).

[0038] Debido a que la induccién de anticuerpos IgG1 e IgG2a se puede usar como un marcador respuestas inmunitarias
(8) del tipo Thy y del tipo Thy, realizamos analisis de polarizacion de IgG1/IgG2a contra LRP de ratones infectados con
L. major. En ratones BALB/c la respuesta anti-LRP fue predominantemente del isotipo IgG1 mientras que fue del isotipo
IlgG2a en ratones C57BL/6 (Fig. 1C). También se determiné la produccion de IFNy, IL-4 e IL-10 tras la estimulacion in
vitro de células de DLN con LRP en ambas cepas. Se detectd la produccion de IFNy especifico de LRP en ratones
BALB/c que padecian CL pero también la produccion de IL-4 e IL-10 fue fuertemente estimulada siendo la proporcion de
IFNY/IL-4 = 2.4 y la de IFNY/IL-10 = 1.4 (Fig. 1D). En cambio, no se obtuvo IL-4 (< 7.5 pg 1 de ml) ni una proporcion alta
de IFNy IL-10 (= 15) cuando se estimularon con LRP células de DLN de ratones C57BL/6 curados (Fig. 1E).

Inmunogenicidad de la LRP en ratones BALB/c.

[0039] Las respuestas inmunitarias a LRP fueron evaluadas en ratones BALB/c después de la administracion de
proteinas ribosdmicas en ausencia y en presencia de ODN CpG. Tras la vacunacién con LRPE + ODN CpG la respuesta
humoral anti-LRPE fue predominantemente del isotipo 1gG2a, mientras que se detectd un titulo inferior de anticuerpos
del isotipo 1gG 1 en el suero de ratones inmunizados con LRPE solo (Fig. 2A). Después de la estimulacion in vitro con
LRPE las células del bazo de ratones inmunizados con LRPE + ODN GpG segregaron mayores niveles de IFNy que
aquellas células de bazo de ratones de control e inmunizados con LRPE solo (Fig. 2B). No se observ6 ninglin aumento
en la produccién de IL-4 tras la estimulacion con LRPE en ningun grupo (Fig. 2C). Se detect6 de manera notable IL-10
especifico en el sobrenadante de cultivos establecidos de bazos de LRPE + ODN CpG de ratones vacunados siendo la
proporcion de IFNYy/IL-10 = 40 (Fig. 2D). En general, estos resultados demostraron que el LRPE administrado sin
adyuvantes induce so6lo débiles respuestas humorales de IgG 1, pero la coadministracién con ODN CpG estimula una
respuesta de tipo Th; contra estos antigenos en ratones BALBJ/c.

La vacunacion con LRPE + ODN CpG protege a los ratones BALB/c contra los estimulos de L. major.

[0040] Dado que la redireccion de las respuestas Thy inducidas por antigenos asociados a la enfermedad hacia una
respuesta Thl ha sido considerada como un método prometedor para el desarrollo de vacunas contra la Leishmania (7)
analizamos si la vacunacion con LRPE + ODN CpG era capaz de proteger contra la infeccion de L. major. La Fig. 3A
muestra que LRPE + CpG OND protege efizcamente ya que se redujo la inflamacion en las almohadillas plantares de
estos ratones (valor medio de 0.7 mm en la semana 8) en comparacién con aquellos ratones de control y ratones
vacunados con LRPE solo (valor medio = 5.5 mm). Luego analizamos la carga parasitaria en el drenaje de ganglios
popliteos linfaticos y en el bazo de cuatro grupos de ratones. El DLN de ratones inmunizados con LRPE-CpG mostr6 una
reduccion de = 3-log en la carga parasitaria en relacién a los otros grupos. Ademas, mientras que se encontraron cargas
parasitarias similares en el bazo de ratones de control y de ratones inmunizados con LRPE solo no se detectaron
paréasitos en el bazo de los ratones vacunados con LRPE + ODN CpG (Fig. 3B).

[0041] Para determinar los parametros inmunoldgicos asociados a la proteccion inducida con LRPE + ODN CpG, se
evalud la produccién de SLA o de LRPE de IL-4; IL-10 e IF-y. Se detectd la produccion de IL-4 e IL-10 de SLA o LRPE
especificamente inducidos en la produccion de células de control de DLN (solucion salina y CpG) y en ratones
inmunizados con LRPE solo (Fig. 3C-D). En cambio, las células de DLN de ratones inmunizados con LRPE + ODN CpG
produjeron cantidades més altas de IFN-y que aquellas detectadas en los otros tres grupos (Fig. 3E). También se analiz6
la aportacion de linfocitos T cp* y CD8" y la dependencia de IL-12 en la produccién de IFN-y con produccion especifica
de LRPE. Como se muestra en la Fig.3F, la produccién de IFN-y fue inhibida por completo con anticuerpos monoclonales
anti-IL-12 o anti-CD4. La adicion de anticuerpos anti-CD8 al cultivo de células de DLN redujo solo parcialmente las
cantidades de esta citocina en el sobrenadante.

[0042] Dado que se asocia la produccion dependiente de IL-4 de altas valoraciones de anticuerpos en ratones Balb/C
con la progresion de la enfermedad, nosotros analizamos las respuestas humorales suscitadas contra el LRPE en la
semana ocho tras la infeccion mediante ELISA. Los anticuerpos contra el LRPE suscitados por el estimulo parasitario en
ratones inmunizados con LRPE + ODN CpG fueron principalmente del isotipo lgG2a. También, estaba presente un titulo
inferior de los anticuerpos anti-LRPE del isotipo IgG 1 en el suero de ratones protegidos cuando se comparaba con
aquellos inmunizados con LRPE solo y con los dos grupos de control (Fig. 4 A). La reduccidn del titulo del IgG1 1 contra
LRPE se correlaciona con una reduccion en el nimero de bandas de proteinas ribosomicas reconocidas por los
anticuerpos IgG | de sueros de los ratones vacunados con LRPE + ODN CpG. Como se muestra en la Fig. 4B, los
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anticuerpos del isotipo IgG1 a partir de suero de ratones inmunizados con una solucién salina, CpG o LRPE solo
reconocieron un numero mas alto de bandas proteicas en LRPE mediante Western Blot, mientras que solo unas cuantas
bandas fueron reconocidas por los anticuerpos IgG de los ratones protegidos. El analisis de Western Blot también mostré
que no hubo un aumento en el nimero de bandas proteicas reconocidas por los anticuerpos IgG2a en el suero de
ratones vacunados con LRPE + ODN CpG cuando se comparaban con los otros tres grupos (Fig. 4B). La vacunacion
con LRPE + ODN CpG también condiciondé la respuesta humoral global anti-Leishmania inducida por infeccién por L.
major. Los anticuerpos contra SLA suscitados por el estimulo parasitario en ratones inmunizados con LRPE + ODN CpG
fueron principalmente del isotipo IgG2a, siendo el titulo anti-SLA de los anticuerpos del isotipo 1gG 1 significativamente
inferior a aquellos detectados en los otros tres grupos (Fig. 4C).

Los ratones vacunados e infectados con LRPE + ODN CpG son mas resistentes contra la reinfeccion por L. major en la
dermis del oido.

[0043] Para determinar si los ratones vacunados e infectados con LRPE + ODN CpG fueron capaces de controlar un
segundo estimulo parasitario, se vacuné e infectd a seis ratones BALB/c en la almohadilla plantar como se ha descrito
anteriormente. La inflamacion de la almohadilla plantar de este grupo de ratones fue < 0.7 mm durante 18 semanas
(datos no mostrados). Luego, estos ratones protegidos fueron reinfectados con 300 promastigotes metaciclicos de L.
major en la dermis del oido. También se infecté a un grupo de control de seis ratones que no habian sido expuestos a
ningun antigeno. Se observé que se protegid los ratones reinfectados vacunados con LRPE + ODN CpG contra el
desarrollo de lesiones dérmicas debido a que no se observd ninguna patologia en estos ratones, mientras que los
ratones de control desarrollaron lesiones en el oido en la semana siete (Fig. 5A). La carga parasitaria en la dermis del
oido y en el drenaje del ganglio linfatico retromaxilar fue también significativamente diferente en ambos grupos (Fig. 5B).
La baja carga parasitaria en el oido y en el DLN de ratones vacunados y reinfectados se correlaciona con la ausencia de
parasitos en el bazo. Para conocer la respuesta celular tras la reinfeccion se analizé la secrecién de IFN-y, IL-4, e IL-10
por células de DLN retromaxilares tras la estimulacion in vitro con LRPE o SLA (Fig. 5C).

En los ratones de control, como también ocurrié cuando los ratones fueron infectados en la almohadilla plantar (Fig. 3C-
E) se detect6 una produccion especifica de IFN-y pero también una produccién fuertemente estimulada de IL-4 e IL-10.
En contraste, las células de DLN de los ratones vacunados y reinfectados produjeron altas cantidades de IFN-y
especifico, sin detectarse apenas IL-4 o IL-10 (Fig. 5C). De acuerdo con esto, su respuesta humoral 1gG contra LRPE (
Fig. 5D) y SLA ( Fig. 5E) fue del isotipo IgG2a.

La vacunacion con LRPE + ODN CpG confiere proteccion contra la patologia dérmica debido a un estimulo de L. major
en ratones C57BL/6.

[0044] Dado que la vacunacién con LRPE + ODN CpG protege contra la infeccion por L. major en ratones BALB/c por la
redirecciéon de la respuesta inmunitaria de Thy contra LRPE hacia una respuesta Th;, analizamos el efecto de la
administracion de esta vacuna en ratones C57BL/6, un modelo que naturalmente desarrolla respuestas Th; contra los
antigenos de la Leishmania. Se inmuniz6é a un grupo de ratones C57BL/6 con tres dosis de LRPE + ODN CpG vy los
ratones de control recibieron solo el adyuvante ODN CpG . La inoculacion indujo una respuesta Th; demostrada por la
produccion in vitro de IFN-y en el sobrenadante de células del bazo cultivadas y estimuladas con LRPE. También se
detectd la presencia de IL-10 en el sobrenadante de cultivos de células de bazo establecido a partir de ratones
vacunados con LRPE + ODN CpG, mientras que no se observo la produccion especifica de IL-4 tras la estimulacion (Fig.
6A). Los ratones vacunados con LRPE + ODN CpG fueron protegidos contra el desarrollo de lesiones dérmicas debido a
gue no se observaron patologias o de poca importancia (Fig. 6B). Los ratones inmunizados con ODN CpG desarrollaron
lesiones que alcanzaron un valor maximo en la semana siete y que sanaron casi por completo en la semana 13. Dado
qgue en este modelo el nUmero de parasitos se encuentra en el valor maximo de infeccién justo antes del desarrollo de la
lesion (5), determinamos la carga parasitaria en el oido y en DLN local (retromaxilar) en la semana cinco. El nimero de
parasitos en la dermis del oido en ratones vacunados tuvo una reduccién de =300 por pliegue (1.0 x 10* parasitos por
LRPE + ODN CpG y 3 x 10° parasitos para ratones inmunizados por CpG-ODN) y una reduccion de =40 por pliegue en
el DLN (5.0 x 10" parasitos para LRPE + ODN CpG y 2 x 10° parasitos para ratones con ODN CpG). Tras la curacion, se
observo una reduccion en el nUmero de parasitos en los ratones de control de todos los grupos (13 semanas después
del estimulo).

[0045] Para determinar los pardmetros inmunoldgicos asociados a la proteccion, se evalué la produccion del antigeno
conductor de IL- 4; IL-10 e IFN-y En la semana cinco tras el estimulo los cultivos de las células de DLN fueron
establecidos y estimulados con LRPE o SLA. Como se muestra en la Fig. 6D las células de ratones vacunados
produjeron mas SLA e IFN-y especifico de LRPE que aquellas de ratones de control. Se analiz6 también la aportacion de
los linfocitos T CD4" y CD8" y la dependencia de IL-12 en la produccion de IFN-y especifico de LRPE. La secrecién de
IFN-y fue completamente inhibida por los anticuerpos monoclonales anti-IL-12 o anti-CD4. El tratamiento con anticuerpos
anti-CD8 sdlo redujo parcialmente el nivel de esta citocina. Estos datos demostraron que en C57BL/6, la vacunacién con
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LRPE + ODN CpG indujo a una reduccion en la patologia y en la carga parasitaria en la piel y en el DLN local que se
correlaciona con la induccion de una respuesta previa especifica de Th; contra LRPE. De acuerdo a esto, se detectaron
previamente anticuerpos IgG2a especificos anti-LRPE y con mayores valoraciones en ratones vacunados frente a
ratones de control (Fig. 6F). También se detectd que una produccién IL-10 especifica de antigenos de SLA o LRPE no
era estadisticamente diferente entre ratones vacunados y de control.

EXPOSICION

[0046] En este trabajo hemos mostrado que los anticuerpos que reaccionan con muchas de las proteinas ribosdmicas de
parasitos se observan en los sueros de perros con VCL y en ratones infectados con L. major, indicando que son fuertes
antigenos en la infeccion experimental y natural de Leishmania. La respuesta de los ratones BALB/c infectados contra
LRPE fue del tipo Th; debido a que la respuesta del anticuerpo anti-LRPE fue predominantemente del isotipo IgG1. Esta
observacion se vio reforzada por el hecho de que después de la estimulacion in vitro con células de DLN de ratones
infectados con LRPE, se detectaron altas cantidades de IL-4 en los sobrenadantes de cultivo. Aunque el LRPE también
se vio implicado en la produccién in vitro de IFN-y se detectaron niveles comparables de IL-10, una citocina anti-
inflamatoria pleiotrépica que desarrolla macréfagos infectados indiferentes a las sefiales de activacién para la
destruccion del parasito (31). Ademas, dado que los efectos de IL-4 e IL-10 en la promocién de la enfermedad en
ratones BALB/c parecen ser aditivos (visto en (37)), la estimulacion de estas citocinas por LRPE se pueden tomar como
una indicacion de que las respuestas del huésped contra los antigenos ribosémicos favorece la expansion del parasito y
la persistencia en los ratones BALB/c. Podriamos asumir que tras la infeccién por Leishmania, el sistema inmunitario del
huésped esta ocupado por la abundante liberacion de LRPE por citélisis parasitaria que, después, podria ser estimulada
como resultado de la proliferacién del parasito. Asi, la fuerte inmunogenicidad del LRPE y su papel patoantigénico
depende probablemente de su abundancia y especificidad antigénica (en lugar de su caracter evolutivo conservado). Por
el contrario, las respuestas de los ratones C57BL/6 contra el LRPE fueron de tipo Thy, con la generacién de anticuerpos
IgG2a especificos y la produccion in vitro de altos niveles IFN-y especifico, sin que los niveles IL-4 pudieran detectarse.
También encontramos una produccion de LRPE especifica de IL-10 en la semana 14 tras la infeccién. Dado que la
proporcion de IFN-y/IL-10 era similar a la obtenida cuando las células fueron estimuladas con SLA (datos no mostrados)
sugerimos que la produccién de IL-10 inducida por estos antigenos podria asociarse con la respuesta reguladora que
favorece la persistencia del parasito que ha sido vista en este modelo (4). Nuestros datos indican que la respuesta contra
el LRPE esta en linea con la induccién de respuestas humorales mediadas por Th, relacionadas con patologias en
huéspedes vulnerables y respuestas protectoras asociadas con Th; en huéspedes resistentes.

[0047] Dado que la redireccién de las respuestas Th, se encontraba en contra de algunos epitopos de Leishmania hacia
una respuesta Th; es probable que se muestre como una estrategia prometedora en la proteccidn contra la infeccion de
L. major (7) en primer lugar decidimos analizar la inmunogenicidad en ratones BALB/c del LRPE coadministrado con
ODN CpG, un adyuvante que confiere una inmunidad relacionada a Th; a largo plazo y que protege cuando se inmuniza
con diferentes antigenos de Leishmania (43) y que también puede evitar algunas respuestas parasitarias especificas de
Thz en el ratén (12,57). Como se muestra en la Fig. 2, la respuesta inmunitaria desarrollada en BALB/c resultd ser del
tipo Thy debido a que los ratones inmunizados desarrollaron anticuerpos anti-LRPE del isotipo 1gG2a y los esplenocitos
de ratones vacunados produjeron altas cantidades de IFN-y después de la estimulacion in vitro con LRPE, pero no del
isotipo IL-4. Se generaron respuestas inmunoldgicas especificas similares en ratones C57BL/6 cuando se inmunizaron
con LRPE + ODN CpG (Fig. 6A). Se observo también una produccién de IL-10 motivada por LRPE en ambas cepas tras
la inmunizacién.

[0048] Aunque se ha resefiado que la vacunacion con vacunas genéticas que codifican para L31 puede verse
involucrada en la produccién de IL-10 especifico tras la vacunacion genética (44), creemos que la produccion de IL-10
podria estar ademas relacionada con el control homeostatico de las respuestas de Th; que ocurren tras la administracién
de LRPE + ODN CpG. De hecho, se ha resefiado recientemente que cuando el IFN-y produce células Th; puede
también involucrarse en la produccion de IL-10 como un mecanismo de control por repercusion bilateral (2). Por otra
parte, la alta proporcion de los valores de IFN-y /IL-10 obtenidos puede proporcionar una buena predicciéon de los
resultados de vacuna (44).

[0049] Los datos aqui mostrads indican que la coadministracion de LRPE + ODN CpG induce proteccién en dos modelos
diferentes de leishmaniasis cutdnea experimental: altas dosis de indculos en la almohadilla plantar de los ratones BALB/c
(usados con gran asiduidad en los ensayos de vacunas contra la leishmaniasis cutanea), y bajas dosis en los oidos de
los ratones C57BL/6 (un modelo que imita con més fidelidad la enfermedad humana en cuanto a via y dosis infecciosa).
Los ratones BALB/c vacunados redujeron la carga parasitaria en el ganglio popliteo con la ausencia de diseminacion
parasitaria en el bazo. También se detectd una inflamacién muy leve en las almohadillas plantares infectadas. Se
protegio a los ratones C57BL/6 vacunados contra la patologia dermal del oido mostrando una reduccién en la carga
parasitaria en la piel y en el DLN. Esta proteccidn es comparable a la que mostraron los ratones C57BL/6 vacunados con
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antigenos de Leishmania muertos por calor mas ODN CpG y una vacuna de varios componentes como LACK, LmSTI 1y
TSA también evaluada en el presente modelo (28, 29,43).

[0050] La proteccién en ambas cepas se correlaciona de forma importante con la generacion de respuestas inmunitarias
especificas de Th; contra el LRPE. El andlisis in vitro de las respuestas celulares fue medido en ratones BALB/c en la
semana 8 tras la infeccién y en ratones C57BL/6 (coincidiendo con el valor maximo en la carga parasitaria (4)) en la
semana 5. Las células de DLN de ambas cepas de ratones vacunados con LRPE + ODN CpG segregaron niveles mas
altos de IFN-y que los grupos de control correspondientes cuando fueron estimulados con LRPE. La respuesta IFN-y
resulté ser dependiente de IL-12 y producida por el linfocito T CD4+ con una aportacion inferior para los linfocitos T
CD8+. Como se preveia, La produccion de SLA especifica de IFN-y fue mas alta para los ratones protegidos de ambas
cepas. En ratones BALB/c, la generacién de respuestas Th; en los ratones protegidos se correlaciona con la generacién
de anticuerpos IgG2a especificos predominantes contra LRPE (Fig. 4A). Se observaron algunas diferencias entre las
cepas en la produccién in vitro de IL-10. Nuestros datos muestran que los ratones BALB/c produjeron niveles
significativamente inferiores de IL-10 que los de control tras la estimulacion in vitro tanto con LRPE como con SLA, de
acuerdo con la implicacion de esta citocina con la vulnerabilidad en el presente modelo (35). Por otro lado, tanto los
ratones de control como los vacunados C57BL/6 LNC produjeron IL-10 tras la estimulacién in vitro con LRPE o SLA
durante la fase aguda de infeccion (Fig. 6F). Como sucedi6 con IFN-y, los niveles de IL-10 fueron mas altos cuando las
células se estimularon con LRPE que con SLA. El hecho de que la produccion de IFN-y e IL-10 siguiera un perfil similar
puede tomarse como una indicacion de que la produccion de IL-10 tras la vacunacion refleja los mecanismos
homeostaticos que controlan los efectos nocivos que un fuerte Thy provocaria en el huésped (4). Hemos encontrado de
forma remarcable que la proteccion mostrada en los ratones BALB/c tras la vacunacion con LRPE + ODN CpG se
relaciona también con una reduccién significativa de la produccion de antigenos motivados por IL-4 tras la estimulacion
in vitro con LRPE o SLA. Estas respuestas celulares se correlacionan in vivo con la reversion de las respuestas de los
anticuerpos con Thy contra las proteinas ribosémicas. Asi, el suero de ratones BALB/c protegidos presentd una
reduccion significativa en el titulo y, sobre todo, en el numero de antigenos reconocidos por los anticuerpos 1gG1
especificos para LRPE. Ademas, la inmunizacién de los ratones Balb/C con LRPE + ODN CpG también tuvo un claro
efecto en la respuesta humoral global suscitada en ratones por la infeccién de L. major (Fig. 5C). Asi, la infeccion de
ratones vacunados induce anticuerpos especificos anti-Leishmania IgG 1 limitados, mientras que la respuesta humoral
inducida en los otros grupos de ratones de control evaluados fue mas alta y con un predominio de los anticuerpos de tipo
Thy (es decir, el isotipo 1gG1). Como conjunto, la proteccién observada en ratones vacunados de ambas cepas se
correlaciona con la generacion de respuestas Th; contra el LRPE que también suponen la reduccion del IL-4 motivado
por Thy y de las respuestas IL-10 contra SLA en ratones BALB/c.

[0051] Nuestros datos indican que los ratones BALB/c protegidos adquirieron un estado inmunoldgico que les conferia la
capacidad de resistir a otra infeccidon (una caracteristica atractiva para una vacuna que puede emplearse en &reas
endémicas, donde la reexposicién al parasito seria muy frecuente). Tras la re-estimulacién en la dermis del oido dichos
ratones mostraron una fuerte proteccion contra la infeccion de L. major. Se encontré un desarrollo de lesiones dérmicas
muy leves (en algunos casos se detectd una ausencia completa de lesiones dérmicas) y una reduccion sustancial en el
numero de parasito en el oido infectado y en el DLN. Aunque las células de DLN de ratones protegidos no produjeron
mayores cantidades de IFN-y que los ratones de control (medido en la semana 7 tras la infeccion), el titulo de los
anticuerpos 1gG2a contra LRPE y SLA puede tomarse como una indicacion de que dichos ratones aumentaron una
respuesta protectora Th; especifica tras el estimulo derivado. La produccion especifica de laS citocinas asociadas a
enfermedad IL-4 y de IL-10 fue significativamente baja en dichos ratones. Estos datos indican que el estado inmunitario
generado tras el primer estimulo parasitario es extremadamente potente, llevando a una eliminacién eficaz y rapida del
parasito en el foco de reinfeccion.

[0052] Los datos aqui presentados demuestran que la vacunacién con LRPE + ODN CpG tiene influencia directa en las
decisiones del sistema inmunolégico durante la infeccion de Leishmania tanto en ratones vulnerables como resistentes.
En nuestra opinién, la generacién de vacunas contra un parasito tan complejo como lo es el de la Leishmania, se
optimizaria con la incorporacion de antigenos con diferentes objetivos en la formulacién de la vacuna, aprovechando
dichos antigenos, los cuales inducen la inmunidad requerida (principalmente respuestas mediadas por IFN-y de CD4" y
CD8"), y redirigen hacia un Th; inclinado hacia respuestas inmunitarias de tipo patoantigénico que dan como resultado
una patologia (IL-4 motivado por Th; y respuestas desactivantes de IL-10). No obstante, debe tenerse en cuenta que la
respuesta Thy contra algunos de estos antigenos puede que no sea redirigida por los inductores de Th; usuales, como
ocurre con el antigeno meta 1 de L. major (50).
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REIVINDICACIONES

1. Uso de un Extracto de Proteina Ribosémica de Leishmania, y opcionalmente un adyuvante promotor de Thy, para la
preparacioén de un medicamento, donde dicho Extracto de Proteina Ribos6mica de Leishmania se lleva a cabo mediante
la realizacién de los siguientes pasos utilizando una célula de Leishmania causante de la Leishmaniasis en caso de que
esté presente en el sujeto:

a) se mezcla una célula de Leishmania con un buffer de lisis,

b) se centrifuga la mezcla obtenida para obtener un extracto citosélico,

c) se prepara el Extracto de Proteina Ribosdmica de Leishmania a partir del extracto citosélico obtenido sometiendo el
extracto citosolico a centrifugacion de alta velocidad a 90.000 r.p.m. durante 30 min a 4 °C en un rotor Beckman TL100,3
y resuspendiendo el granulado obtenido en el buffer B constando de 20 mM Tris-HCI, pH 7,4,500 mM AcNH4,100 mM
MgCI2,5mM B-mercaptoetanol y centrifugdndolo mediante un gradiente discontinuo de sacarosa (20/40%) en el buffer B
a 90.000 r.p.m. a 4 °C en un rotor TL100.3.

2. Uso de acuerdo con la reivindicacion 1, donde el medicamento es usado para el tratamiento o la prevenciéon de
Leishmaniasis en un sujeto.

3. Uso de acuerdo con la reivindicaciéon 1 o 2, donde el medicamento es una vacuna.

4. Uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 3, donde el Extracto de Proteina Ribosémica de
Leishmania se obtiene de Leishmania major.

5. Uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 4, donde el adyuvante promotor es un ODN CpG.

6. Uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 5, donde la enfermedad parasitaria es causada por
especies diferentes de las especies de las que se deriva el Extracto de Proteina Ribosémica.

7. Composicion para su uso como medicamento, donde dicha composicidbn consta de un Extracto de Proteina
Ribosomica de Leishmania, y opcionalmente un adyuvante promotor de Thl, donde el Extracto de Proteina Ribosémica
de Leishmania se obtiene mediante la realizacién de los siguientes pasos usando una célula de Leishmania causante de
la Leishmaniasis en caso de estar presente en un sujeto:

a) se mezcla una célula de Leishmania con un buffer de lisis,

b) se centrifuga la mezcla obtenida para obtener un extracto citosélico,

c) se prepara el Extracto de Proteina RibosOmica de Leishmania a partir del extracto citosélico obtenido sometiéndolo a
un centrifugado de alta velocidad a 90.000 r.p.m. durante 30 min a 4 °C en un rotor Beckman TL100.3 y resuspendiendo
el granulado obtenido en el buffer B que consta de 20 mM Tris-HCI, pH 7,4,500 mM AcNH4, 100 mM MgCI2, 5mM B-
mercaptoetanol y centrifugandolo mediante un gradiente discontinuo de sacarosa (20/40%) en el buffer B a 90.000 r.p.m.
a 4 °C en un rotor TL100.3.

8. Composicién para su uso de acuerdo con la reivindicacién 7, consistiendo en un Extracto de Proteina Ribosémica de
Leishmania y un adyuvante promotor de Thl.

9. Composicion para su uso de acuerdo con cualquier reivindicacion de 7 a 8, donde el adyuvante promotor es un ODN
CpG.

10. Composicidn para su uso de acuerdo con cualquier reivindicacion de 7 a 9, que consta ademas de un adyuvante y/o
portador farmacéuticamente aceptable.

11. Composicién para su uso de acuerdo con cualquier reivindicacion de 7 a 10, donde el medicamento es una vacuna.
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