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DESCRIPCION

Composiciones que comprenden ligando de fucosa-manosa (FML) y saponina para la preparacion de vacunas que
bloquean la transmision de la leishmaniasis en humanos y animales.

Campo de la Invencion

La presente invencién se refiere a una composicion farmacéutica adecuada para la preparaciéon de vacunas que
bloquean la transmision de leishmaniasis en humanos y animales, a partir de promastigotes de Leishmania y de
fracciones de amastigotes de Leishmania. Dicha composicion, cuando es administrada en combinaciéon con un
adjunvante de saponina, bloquea la transmision de la leishmaniasis visceral en humanos y animales.

Antecedentes de la invencion

En América y el Mediterraneo, la leishmaniasis, también llamada kala-azar, es una zoonosis canina. Cuando los
insectos Phlebotominae se alimentan de canidos salvajes adquieren el agente etiolégico, transmitiéndolo mas tarde
a los perros. La subsecuente transmision a humanos por los insectos Phlebotominae causa Leishmaniasis visceral
humana, una seria enfermedad que puede resultar fatal sino se la trata de modo adecuado.

Aproximadamente hay 1.000.000 de nuevas ocurrencias de kala-azar al afio en el mundo. Una vacuna protectiva
para la profilaxis contra la enfermedad en humanos no esta disponible. Los mejores resultados fueron logrados con
vacunas experimentales de primera generacion, las cuales inducen un 12% de proteccion, pero solo entre aquellas
personas que convirtieron a positivo en tests intradermales para lisados de Leishmania luego de una completa
vacunacion. Aun hoy, la quimioterapia contra kala-azar es altamente toxica y no siempre efectiva.

Estos vectores son una zoonosis canina transmitida por insectos y presentan una reduccién de la infeccion a través
de la ingestion de anticuerpos anti-Leishmania presentes en suero de perros sometidos a una vacunacion protectiva
teniendo un gran impacto para la reduccion de la incidencia de la enfermedad en humanos.

La patente brasilefia P19302386 describe un producto llamado antigeno FML, o “Ligando fucosa-manosa” de
Leishmania donovani que comprende un complejo glicoproteico del cual su porcidn de carbohidratos presenta un
10% de fucosa y un 47% de manosa, justificando el nombre utilizado. Este complejo inhibe fuertemente la infeccion
de macrofagos del peritoneo de ratén debida a promastigotes y amastigotes de L.donovani y es especie-especifica
en el genero Leishmania. FML es fuertemente inmunogénico en ratones, hamsteres y conejos, estimulando una
intensa produccién de anticuerpos. Es antigénico en humanos y es reconocido por altos niveles de anticuerpos
especificos.

El andlisis bioquimico inicial de FML ha revelado que es un compuesto glicoproteico conteniendo un 29% de
azucares neutros, un 44% de proteina, un 11% de fosfatos y trazas de hexamina compuestas por bandas de
proteinas con pesos moleculares que van desde 9 a 95 kDa, algunas bandas presentan carbohidratos: 36 y 54 a 68
kDa. La parte glicidica de FML resalta la presencia de un 10% de fucosa y un 47% de manosa. También fue posible
observar la presencia de un 30% de glucosa, 12% de galactosa y trazas de xilosa.

El N-oligosacarido asociado a FML forma parte de una cadena ramificada de unidades alternantes de Manp 4-o, 3-
0, Glc Nac 4-0 asociadas; N-acetil glucosamina como punto de ramificacién y fucopiranosa y manopiranosa como
residuos terminales, u oligosacaridos lineares compuestos por unidades de Manp 4-o, 3-0 y 2-0 asociados, 2-0
asociados, fucopiranosa y galactopiranosa como residuos terminales (Tesis presentada en UFRJ el 14 de abril de
1998 por Robson R.Bernardo).

El analisis de los aminoacidos de FML ha revelado la presencia de acido glutdmico, alanina, acido aspartico y
glicina en cantidades que van desde 20 a 10%, serina, histidina, lisina, leucina, treonina, prolina y valina entre un 5
y un 10% y arginina, metionina, isoleucina, tirosina y fenilalanina entre un 2 y un 5%.

La disertacion para obtener el grado de Master “Estudios de la glicoproteina GP36 y su potencial en la vacunacion
contra kala-azar experimental”, presentada en la UFRJ por Edilma Paraguai de Souza identifica una glicoproteina
de un peso molecular de 36 kDa como el antigeno predominante de FML, llamado GP36. En Acta Tropica, 53:59-72
se hicieron estudios sobre Leishmania donovani que confirman que GP36 es reconocida por el suero hiperinmune
de ratén producido contra FML total. Los anticuerpos monoclonales obtenidos en contra de FML reconocen en gran
medida a GP36. La antigenicidad de GP36 fue susceptible al tratamiento con periodato de sodio, indicando la
naturaleza glicidica del epitope envuelto en la reaccion con los anticuerpos monoclonales, (anticuerpo ACE10),
confirmando su naturaleza glicoproteica. Mas aun la disertacion para obtener el grado de Master presentada a la
UFRJ el 25 de marzo de 1988 por Emilse de Souza, muestra que esta fraccion posee entre sus aminodacidos, de 10
a 20% de acido aspartico, acido glutamico, alanina y leucina, entre 5 y 10% de glicina, treonina, valina y lisina, y
entre 2 y 5% de serina, histidina, arginina, prolina ,tirosina, metionina, isoleucina y fenilalanina y que su N-
oligosacarido revela residuos de fucosa con dos tipos de sustitucion (2,3-Me,-fucosa, 2,4-Me, -fucosa) y

2



10

15

ES 2 540 088 T3

predominancia de residuos de manopiranosa del tipo 2, 3, 6-Mes-manosa, ademas de tri-Mes-galactosa
correspondientes a cadenas lineares de manopiranosa 4-0 sustituidas con sustituciones 3-0 y residuos 4-0 de
fucopiranosa.

La anteriormente mencionada Acta Trépica también revela que no existe reactividad cruzada entre FML y la
glicoproteina 63, GP 63, previamente aislada de Leishmania. Los anticuerpos monoclonales especificos L 3.2 y L
3.9 obtenidos por David Russel contra GP63 no desarrollaron ninguna reaccién con FML, ni en ensayos de Western
Blot, ni en ensayos tipo ELISA, siendo considerado este Ultimo mas sensible. Este resultado es previsible y
coherente considerando los diferentes métodos de extraccidn. La extraccién acuosa de FML, incluyendo un doble
calentamiento a 100°C privilegia que la obtencion de glicoconjugados de los cuales su fraccion glicidica es
resistente a esas condiciones.

La porcién proteica de GP 36 fue recientemente clonada en E.coli de acuerdo al sistema mencionado en “Molecular
and Biochemical Parasitology”, 120:315-319. Es una nucleésido hidrolasa de 34 kDa de L.donovani que posee un
75% de identidad con la uridin inosina hidrolasa (IUNH) de Crithidia Fasciculata y un 90 % de homologia con la rNH
(IUNH) de L.major. La nucleésido hidrolasa de L.donovani es un marcador especifico para la diagnosis de kala-azar
en perros, como se describe en esa publicacion. La secuencia de bases y aminoacidos de la nucleésido hidrolasa
de L donovani, descripta en la Tesis de Doctorado “Molecular cloning of L donovani antigen GP 36" presentada en
la UFRJ el 14 de mayo del 2002, se muestra a continuacion.
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ATGCCGCGCAAGATTATTCTCGATTGTGATCCCGGGATCGATGATGCCGTGGCCATCTTTCTCGC

CCACGGCAACCCGGAGGTCGAG 87
MPRKIILDCDPGIDDAVAIFLAHGNPEVE

CTGCTGGCCATTACGACGGTGGTGGGCAACCAGACCCTGGAGAAGGTGACCCGGAACGCGCGG

CTGGTAGCTGACGTAGCCGGCATC 174
LLAITTYVWGNQTLEKYTRNARLVYADVAGI

GTTGGTGTGCCCGTCGCGGCTGGTTGCACCAAGCCCCTCGTGCGCGGTGTGCGGAATGCCTCTC

AGATTCATGGCGAAACCGGCATG 261
VGYVPVAAGCTKPLYRGYRNASQIHGETGM

GGTAACGTCTCCTACCCACCAGAGTTCAAGACAAAGTTGGACGGCCGTCATGCAGTGCAGCTGA

TCATCGACCTTATCATGTCGCAC 348
GGTAACGTCTCCTACCCACCAGAGTTCAAGACAAAGTTGGACGGCCGTCATGCAGTGCAGCTGA

TCATCGACCTTATCATGTCGCAC 348
GNVSYPPEFKTKLDGRHAVQLIIDLIMSH

GAGCCGAAGACGATCACGCTTGTGCCTACGGGTGGCCTGACGAACATTGCGATGGCTGTCCGTC

TTGAGCCGCGCATCGTGGACCGT 435 .
EPKTITLVPTGGLTNIAMAVRLEPRIVDR

GTGAAGGAGGTGGTTCTGATGGGTGGCGGCTACCATACTGGTAATGCGTCCCCTGTAGCGGAGT

TCAACGTCTTCGTCGACCCGGAG 522
VKEVVLMGGGYHTGNASPVAEFNVFVDPE

GCGGCGCACATTGTGTTCAACGAGAGCTGGAACGTAACGATGGTGGGGCTGGACCTAACGCAC

CAGGCACTCGCCACGCCGGCGGTC 609
AAHIVFNESWNVTMYVGLDLTHQALATPAY

CAGAAGCGAGTGAAGGAGGTGGGCACGAAGCCGGCTGCCTTCATGCTGCAGATTTTGGACTTTT

ACACGAAGGTGTACGAAAAGGAG 696
QKRVKEVGTKPAAFMLOQILDFYTKVYEKE

CGCAACACGTACGCGACGGTGCACGATCCCTGCGCTGTGGCGTACGTGATTGACCCCACCGTGA

TGACGACGGAGCAAGTGCCAGTG 783
RNTYATVHDPCAVAYVIDPTVMTTEQVPY

GACATCGAGCTCAATGGGGCACTGACGACTGGGATGACGGTCGCGGACTTCCGCTACCCACGGC

CAAAGCACTGCCACACGCAGGTG 870
DIELNGALTTGMTVADFRYPRPKHCHTQV

GCTGTGAAGCTGGACTTCGACAAGTTTTGGTGCCT! CGTGATTGACGCACTCAAGCGCATCGGCG

ATCCTCAATGA 045
AVKLDFDKFWCLVIDALKRIGDPQ

Un segundo componente antigénico de FML es una glicoproteina de 55 kDa, reconocida por 7 anticuerpos
monoclonales tipo IgM y solo uno del tipo IgG es mencionado en Acta Tropica.

Descripcion de la invencion

La presente invencién describe el desarrollo de una vacuna profilactica contra la leishmaniasis visceral canina
basada en la saponina de L.donovani y en el antigeno FML (Ligando fucosa-manosa). La vacuna FML desarrolla un
92-95% de proteccion especifica (76-80% de efectividad de vacuna) en ensayos de fase Ill contra la leishmaniasis
visceral brasilefia, de acuerdo a estudios descritos en Vaccine 19:1082-1092, 2001, y en Vaccine 20:3277-3284,
2002. Estos estudios muestran que la vacunacién reduce la mortalidad e incidencia de la enfermedad canina. La
investigacion publicada en Vaccine 22 (17-18):2234-2243, 2004 menciona el efecto inmunoterapéutico de la
vacuna.

El termino Vacuna Bloqueante de la Transmisién (TBV) es usado para vacunas anti-malaria que estimulan la

produccion de anticuerpos en humanos contra las formas sexuales (gametas) de parasitos presentes en el intestino
medio del vector insecto Anopheles. Los mosquitos adquieren dichos anticuerpos al alimentarse de sangre,
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bloqueando el proceso de fertilizacion y el subsecuente desarrollo de los parasitos en el intestino medio del vector,
impidiendo la transmisién de la enfermedad por parte del insecto.

Asi que las vacunas TBV son desarrolladas para incrementar los anticuerpos contra las gametas del parasito de la
malaria presentes en el intestino del mosquito y a pesar de no eliminar la enfermedad en el humano infectado,
previene la propagacion de la malaria en la comunidad.

El mosquito adquiere los anticuerpos cuando se alimenta de sangre y estos pueden bloquear el desarrollo
parasitario volviendo al vector en un vector no infeccioso. En el caso de la malaria, los antigenos que son
candidatos para TBV son antigenos de la superficie celular presentes en las fases de gametas del microorganismo.
Un test funcional es aplicado a los ensayos y andlisis de Fase | de una vacuna de este tipo. Los mosquitos
experimentalmente creados en laboratorio y previamente infectados son alimentados con suero hiperinmune contra
el antigeno elegido. Luego el intestino de los mosquitos puede ser disectado para determinar el nimero de
gametocitos infecciosos.

En el ciclo epidémico de los agentes de la leishmaniasis visceral, Leishmania chagasi y Leishmania infantum,
pertenecientes a Phlebotominae, al ingerir sangre para alimentarse adquieren macréfagos y monocitos que
contienen amastigotes de perros infectados. Estos amastigotes que llegan al intestino medio del vector difieren de
los flagelados y prociclicos promastigotes asociados al epitelio del intestino medio. Los promastigotes prociclicos se
dividen mediante metaciclogenesis adquiriendo virulencia y se vuelven promastigotes metaciclicos que no se
dividen y se separan del epitelio del intestino medio para migrar a la cavidad bucal e infectar nuevos vertebrados
durante la préxima ingesta de sangre.

El antigeno FML es un antigeno de superficie de promastigotes y amastigotes de L.donovani, altamente
inmunogénico y protectivo en la vacunacion canina asi que también puede ser reconocido por receptores
especificos en el intestino medio de vectores como Lutzomyia longipalpis, actuando como un ligando parasitario
para la membrana del intestino medio del mismo.

En la presente invencion, los ensayos fueron realizados relativos a la presencia de FML para receptores especificos
y para la capacidad de aumento de anticuerpos en perros luego de la vacunacion con Leishmune® (una vacuna
basada en FML bajo licencia de industrializacion) para bloquear la adhesion de los promastigotes prociclicos de
Leishmania donovani y Leishmania chagasi a la membrana del intestino medio del vector, el fleb6tomo Lutzomyia
longipalpis, haciendo posible la caracterizacion del potencial efecto bloqueante de la vacuna FML.

Las ilustraciones A, B, C Y D son parte de la presente aplicacién y muestran el porcentaje de inhibicién de union, en
porcentaje frente a concentracion de FML en pg/ml o anticuerpos Fab anti-FML en pg/ml para L.donovani y
L.chagasi.

La presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica que comprende fracciones de promastigotes o
amastigotes de Leishmania llamadas “Ligando fucosa-manosa” (FML) y saponina.

Ventajosamente, la invencién comprende una composicion farmacéutica para la preparacion de una vacuna que
bloquee la transmisién de la leishmaniasis en humanos y animales y que comprende fracciones de promastigotes y
amastigotes llamadas FML.

Mas ventajosamente, la invencion se refiere a una composicién farmacéutica que posee fracciones de
promastigotes o amastigotes de Leishmania llamadas “Ligando fucosa-manosa” (FML) que comprende compuestos
nativos que contiene desde un 10 a un 20% de acido glutamico, alanina, acido aspartico y glicina, entre un 5 a un
10 % de serina, histidina, lisina, treonina, prolina, y valina y entre un 2 y un 5% de arginina, metionina, isoleucina,
tirosina y fenilalanina.

La invencion comprende preferentemente el uso de la composicion farmacéutica para la preparacion de una vacuna
bloqueante para impedir la transmision de la leishmaniasis en humanos y animales.

Mas preferentemente, la invencion comprende el uso de la composicion farmacéutica en la preparacion de una
vacuna bloqueante para impedir la transmision de la leishmaniasis que consiste en la administracion de fracciones
de promastigotes o amastigotes de leishmania denominada saponina-(FML).

La invencion podra ser mejor comprendida a partir del siguiente ensayo que es no mas que una ayuda y que de
ninguna manera limita el alcance de la misma.

Cuatro perros saludables de ninguna raza definida fueron vacunados con Leishmune (vacuna con licencia
industrial). Los animales recibieron tres dosis de la vacuna en forma subcutanea, con un intervalo de 20 dias entre
cada una. Los sueros fueron colectados 20 dias luego de la aplicacion de la tercera dosis. Los titulos de
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anticuerpos anti-FML del tipo IgG fueron determinados por medio de un FML-ELISA. La absorbancia de la IgG a
492 nm en una diluciéon 1/100 del suero fue: 0.818, 0,761, 0,887, y 0,776. Todos los sueros presentaron altos
niveles de absorbancia para el subtipo IgG2 que para el subtipo IgG1. Para purificar las muestras de 1gG, todas las
muestras fueron diluidas, precipitadas e incubadas por agitacion. El precipitado fue separado por centrifugacion,
resuspension y didlisis. La fraccién aislada fue colocada en una columna de Sepharosa de unién a proteina. La
fraccion no unida fue eluida, mientras que la fraccion de 1gG purificada fue recuperada, neutralizada y nuevamente
dializada en tampon.

La concentracion de proteinas fue determinada y la IgG purificada fue concentrada contra polietilenglicol. Los
fragmentos Fab y Fc de la IGg fueron obtenidos el kit Inmune Pure Fab y por una subsiguiente cromatografia en
una columna de Sepharosa de unidn a proteina. Los fragmentos Fab fueron eluidos en los primeros dos volumenes
de la columna mientras que la regio Fc fue removida por medio de un solucion tamponadora especifica.

Inicialmente, la union de los promastigotes al intestino medio de los vectores se inhibié en presencia de FML. En
dichos casos, las membranas intestinales de Lutzomyia longipalpis fueron disectadas mediante un corte
longitudinal, pre-incubadas con FML (40, 100, 200 y 400 ug/ml) y luego fueron incubadas con 10° promastigotes
prociclicos.

Los ensayos demostraron la presencia de receptores para FML en las membranas superficiales del intestino medio
de los insectos Phlebotominae. Dichos receptores reconocen al compuesto de FML en la superficie de
promastigotes de L.donovani y L.chagasi actuando como un ligando parasitario para la membrana del intestino
medio. La preincubacion de las membranas del intestino medio con crecientes concentraciones de FML pudo inhibir
luego la unién de los promastigotes. Los resultados se muestran en las figuras A y B. Las concentraciones
crecientes de FML determinan aumento de la inhibicion de la unién para L.donovani y L.chagasi.

Todas las concentraciones de FML ensayadas inducen inhibiciones superiores respecto al control con solucién
salina. Similarmente, fueron observadas diferencias en la inhibiciéon entre distintas concentraciones de FML, con
excepcion de 100 y 200 pg/ml para L.donovani.

Aunque el antigeno FML de L.donovani aislado inhibié la unién de ambos parasitos, como se ve en las figuras A 'y
B, se observo que la inhibicion fue mas pronunciada para el caso de promastigotes de L.donovani que para
L.chagasi indicando el caracter especie-especifico de los antigenos de reconocimiento homaélogo.

Los ensayos de inhibicién fueron realizados mediante pre-incubacion de la fraccion Fab de la IgG purificada de los
perros vacunados con Leishmune® (4, 40 y 400 ug/ml) con 10° promastigotes prociclicos. Varios minutos luego de
la interaccién, los intestinos fueron agregados y co-incubados. Luego los sistemas fueron individualmente lavados y
homogeneizados. Los promastigotes de Leishmania agregados fueron contados en una camara de Neubauer. Los
resultados representan el promedio y el error estdndar de dos series de experimentos con 7-10 membranas por
cada concentracion de las fracciones de Fab.

El potencial bloqueante de la transmision de la leihmaniasis visceral canina de la vacuna Leishmune en los ensayos
anteriormente mencionados se muestra en las figuras C y D. Los tests analiticos demostraron diferencias
significativas entre las concentraciones crecientes de FML, excepto entre 4 y 40 pg/ml. No se encontraron
diferencias entre L.donovani y L.chagasi respecto a la inhibicion de la unidn, indicando que los anticuerpos
producidos en perros vacunados impiden la union al intestino medio del vector de los promastigotes de ambos
parasitos, bloqueando e impidiendo la transmision de la enfermedad.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion que comprende ligando de Fucosa-Manosa (FML) y saponina, para su uso como vacuna
bloqueante contra la transmisién de la leishmaniasis visceral canina, donde la administraciéon de la composicién a
un sujeto canino produce un anticuerpo en dicho sujeto en respuesta a FML que inhibe la unién de promastigotes
prociclcos de Leishmaniasis donovani y chagasi a la membrana del intestino medio de Phlebotominae, impidiendo
de este modo la transmisién de la leishmaniasis por Phlebotominae a humanos y animales.

2. La composicion de la reivindicacién 1, en la que dicha composicion comprende ademas vehiculos farmacologicos
adecuados.

3. La composicion de la reivindicacion 1, en la que el FML comprende un complejo de glucoproteina que contiene
un 29 % de azUcares neutros, un 44 % de proteinas, un 11 % de fosfato y trazas de hexoaminas compuestas por
bandas de proteina con un peso molecular en el intervalo de 9 a 95 kDa, conteniendo algunas bandas de proteina
carbohidratos: 36 y 54 a 68 kDa, presentando la porcion glucidica de FML un 10 % de fucosa y un 47 % de manosa,
un 30 % de flucosa, un 12 % de galacosa y trazas de xilosa, aminoacidos que contienen entre un 10 a 20 % de
acido glutamico, alanina, acido aspartico y glicina, del 5 al 10 % de serina, histidina, lisina, leucina, treonina, prolina
y valina y del 2 al 5 % de arginina, metionina, isoleucina, tirosina y fenilalanina.
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