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RESUMO
"COMPOSTOS IMUNOGENICOS COMPREENDENDO O PEPTIDO gp4l DO VIH
ACOPLADO A PROTEINA TRANSPORTADORA CRM197"

A presente invencdo refere-se ao campo de vacinas dirigidas
contra virus da familia do VIH. Mais particularmente,
refere-se a um composto imunogénico que compreende um

péptido da férmula (I) seguinte

NH,- [Nt],-P-W-N-X;-5-X,-S-N-X3-X4-X5-Xs-X,-I-W-[Ct],-COOH (I)

que esta ligado covalentemente a uma proteina

transportadora consistindo de uma proteina CRM197.

Ela refere-se também a uma composicdo contendo este
composto imunogénico e as utilizacdes destes compostos
imunogénicos e composic¢des para prevenir e/ou tratar uma
condicdo provocada pela infecdo de um individuo por um

virus VIH.



DESCRICAO
"COMPOSTOS IMUNOGENICOS COMPREENDENDO O PEPTIDO gp4l DO VIH

ACOPLADO A PROTEINA TRANSPORTADORA CRM197"

Campo da invencdo

A presente invencdo refere-se ao campo de vacinas dirigidas

contra virus da familia do VIH.

Antecedentes

Cerca de 90% das infec¢des humanas por VIH sdo provocadas
por um virus VIH-1. O virus da imunodeficiéncia humana tipo
1 (VIH-1) caracteriza-se por um variabilidade genética
impressionante provocada pela acumulacdo de mutacdes, dque
surgem durante a replicacdo viral, e provocada também pelos
eventos de recombinacdo. O fracasso a 1longo prazo dos
métodos gquimioterapéuticos de tratamento de VIH é
explicado, de maneira notével, pela atividade mutagénica
elevada das estirpes virais de VIH-1. Foi anteriormente
demonstrado gue variantes virais resistentes surgem
rapidamente nos doentes apds diferentes cursos de terapia
antirretroviral e mesmo apds multiterapia farmacoldbgica
(HAART) . Estes virus resistentes tém alteracdes especificas
na conformacdo e estrutura das suas proteinas. Em geral,
tais mutacgdes responséaveis pela fuga do VIH-1 aos
tratamentos atuais s&do mantidas através das geracdes
sucessivas do virus e acumulam-se, como um resultado da

selecdo nas condic¢cdes de tratamento.

O tratamento com medicamentos anti-VIH-1 n&do bloqueia
completamente a vreplicacdo do virus, o gque permite uma

selecéo e acumulacédo de mutacdes de resisténcia



preexistentes, bem como de novas mutacdes recentes,
trazendo assim novas oportunidades para que o Vvirus
continue a disseminar-se. 0Os medicamentos antirretrovirais
existentes (NRTI, NNRTI, inibidores de protéase, inibidores
de fusdo e misturas dos mesmos, como a HAART) podem apenas
abrandar a replicacdo do VIH-1 durante um intervalo de
tempo mais ou menos prolongado, até ao aparecimento e
propagacéao de estirpes virais resistentes. A ampla
disseminacdo de variantes resistentes de VIH-1 suscita
sérias preocupacdes e requer a disponibilidade de mais

ferramentas terapéuticas anti-VIH-1.

Além disso, apesar dos evidentes beneficios c¢linicos da
HAART, continuam a persistir desvantagens: muitos efeitos
secunddrios (lipodistrofia, acidose léctica, resisténcia a
insulina, doenca renal crdénica, hiperlipidemia...),
tratamento ao longo de toda a vida, necessaria alta adeséo
a terapéutica, resisténcias virais, persisténcia dos
efeitos patogénicos da infecdo ©por VIH, como défices
cognitivos e motores, e ativacdo imunitéria. Além do mais,
com o prolongamento da esperanca de vida, os doentes tém de
enfrentar o aparecimento de efeitos secundéarios,

resisténcias a féArmacos, disturbios metabdlicos e cancros

associados a infecgdo por VIH-1.

Além disso, 20% a 30 % dos doentes tratados sofrem, por
vezes, de uma insuficiéncia imunoldgica, apesar da
supressdo viral. Quer isto dizer que as contagens das suas
células T CD4+ diminuem apesar da inibicdo da replicacéo
viral. Isto mostra que os eventos patogénicos da infecédo
por VIH-1 nas células T CD4+ continuam a existir, apesar da

inibicdo da replicacédo viral.

Assim, uma abordagem terapéutica segura e acessivel que

possa ser complementar aos tratamentos antirretrovirais,



protegendo as células T CD4+ é necessidria e representa uma

necessidade médica ndo satisfeita.

Varias estratégias terapéuticas anti-VIH, diferentes
daquelas que utilizam substancias quimicas
antirretrovirais, tém sido consideradas, as quais incluem
(i) a wutilizacdo de anticorpos anti-VIH, (ii) vacinas
baseadas na rutura de particulas de VIH, (iii) wvacinas
baseadas em péptidos de VIH e (iv) vacinas Dbaseadas em
plasmideo de ADN ou vetores virais, possuindo, cada, as

suas desvantagens especificas.

Desde que o VIH foi identificado como a causa da SIDA em
1983 foram testados multiplos candidatos para uma vacina
para prevenir a infecdo pelo VIH e a SIDA em ensaios
humanos com sucesso muito limitado. A iniciativa
internacional de wvacina contra a AIDS, IAVI, mantém uma
base de dados destas vacinas e ensaios (www.IAVI.orqg).
Quase todos estes ensaios tém sido testes muito iniciais
(fase I) de seguranca da vacina e resposta imunoldgica
preliminar. Apenas uma vacina (duas formulacdes da mesma
vacina gpl20 bésica) foi testada em estudos de Fase III em
grande escala. A proteina gpl20 de subtipo B VaxGen foi
determinada como sendo ineficaz num ensaio de fase III que
foi concluido em 2003 nos EUA, Canadd e Paises Baixos. Mais
tarde em 2003 foi concluido um segundo ensaio de AIDSVAX na
Taildndia. Ambos o0s ensaios determinaram que o0s candidatos
eram ineficazes. Anteriormente foi dificil preparar vacinas
de proteinas contra o VIH, o que pode ser devido a alta
diversidade da proteina de envelope, as diferencas entre o
envelope da estripe adaptada em laboratédério utilizada e o
isolado clinico, a natureza monomérica da gpl20 na vacina e
a organizacdo trimérica no virus, e em particular porqgue
sdo apenas induzidos anticorpos e ndo a imunidade celular.

Uma associacdo da proteina AIDSVAX (da VAXGene) com genes



presentes na variola dos canérios (ALVAC de Aventis
Pasteur) encontra-se também em fase III para mais
informacdo) e prevé-se que se inicie um gquarto ensaio em
grande escala para testar o candidato baseado em adenovirus
da Merck. Os linfécitos T citotdxicos (CTL) sédo
considerados um componente critico do controlo imunoldgico
de wvirus, incluindo o VIH-I, e imunogénios de CTL

relevantes sdo considerados para vacinas terapéuticas.

A medida que a pandemia de VIH continua a infetar milhdes
de pessoas a cada ano, a necessidade de uma vacina eficaz
aumenta. O desenvolvimento de vacinas anti-VIH tem sido
profundamente prejudicado, devido a dificuldade de
desenvolver um produto imunogénico capaz de desencadear

anticorpos anti-VIH neutralizantes de largo espetro.

A inducdo de anticorpos neutralizantes de largo espetro
(NtAb) contra isolados primarios do virus da
imunodeficiéncia humana (VIH) permanece uma meta importante
e ndo alcancada para a investigacdo de vacinas contra a
SIDA. As tentativas iniciais utilizando vacinas baseadas em
envelopes desencadearam anticorpos que sdo eficazes apenas
contra os isolados adaptados em laboratdério. Nestes casos,
a protecdo tem sido correlacionada com titulos elevados de
NtAb dirigidos a regido hipervariavel V3 de gpl20. No
entanto, as atividades de neutralizacdo geradas sdo, em
grande medida, especificas para o isolado e sdo minimamente
eficazes contra a maioria dos isolados primadrios de VIH-1.
O fracasso das vacinas de subunidade de gpl20 em proteger
contra a aquisicdo de VIH-1 em ensaios clinicos de Fase III

acentua a dificuldade da tarefa.

Ndo obstante, os NtAb podem ser frequentemente encontrados
em individuos infetados por VIH. As respostas geradas na

fase inicial da infecdo sdo geralmente estreitas em



especificidade, neutralizando o virus transmitido no
hospedeiro, mas ndo aqueles gque sdo contemporidneos. Tais
respostas alargam-se durante o curso da infecdo em alguns
sobreviventes de longo prazo que sdo capazes de controlar a
sua infecdo na auséncia de tratamento antiviral. No
entanto, a natureza da resposta de anticorpos neutralizante
cruzada e dos mecanismos gque conduzem a sua génese nao Ssao

compreendidos.

Naturalmente, os NtAbs contra a Env sdo gerados dentro de
semanas apdés a infecdo, mas esta resposta inicial é apenas
eficaz contra um subtipo viral especifico; contudo, os
bNtAbs (Abs neutralizantes de reacdo cruzada) podem
desenvolver-se durante o curso do VIH Recentemente, varios
estudos importantes demonstraram gque aproximadamente 25%
dos individuos infetados por VIH (infetados durante pelo
menos 1 ano) tém resposta de bNtADb, e 13 de
"Neutralizadores de Elite" com atividade muito robusta
contra uma grande maioria de clades. E importante dizer que
estes resultados demonstram a aptiddo do sistema imunitério
das pessoas infetadas para gerar in vivo NtAbs contra o
VIH-1, durante o curso da doenca. Aqueles sugerem também
que as atividades reativas de largo espetro dos NtAb
parecem desenvolver-se ao longo do tempo e sdo fomentadas
por exposicdo crdénica aos antigénios, na auséncia de
conhecimento sobre os titulos de DbNtAbs que seriam

protetores.

A replicacdo viral persistente, no baixo nivel de ruido,
conduz a uma evolucdo continua da Env para escapar aos
NtAbs. Essa evolucdo antigénica pode focar a nova
estratégia de vacinas na regido mais conservada da proteina
Env, e sugere gque podem ser concebidos imunogénios de

vacina para imitar epitopos chave altamente conservados.



Um dos principais obstdculos a concecdo de vacinas anti-VIH
eficazes tem sido que o alvo dos DbNtAbs é a proteina de
envelope viral (Env), a qual é altamente varidvel, enquanto
0s elementos conservados parecem ser fracamente
imunogénicos. Isto significa que a cinética e restricdes
especiais impedem os bNtAbs de aceder sitios potencialmente
vulnerdveis durante os processos de ligacdo ao recetor e
fusdo. Na realidade foi descrita uma pequena gquantidade de
NtAbs. Por exemplo, o primeiro DbNtAb identificado foi o
bl2, o qual obstrui o sitio de 1ligacdo CD4 na gpl20 e
impede a fixacdo do virus pelo CD4 aos linfdécitos T CD4+. A
subunidade gp4l é de longe mais conservada do que é a gpl20
que envolve rearranjos conformacionais comuns a todas as
estirpes. Muito poucas atividades bNtAb s&do desencadeadas
contra elementos estruturais conservados da gpd4l que estéo
protegidos, dificeis de aceder ou sdo transitdrios; aqueles
bNtAbs, incluindo 2F5 e 4E10, visam a regido de ectodominio
proximal da membrana (MPER) de gp4l. No entanto, apesar de
muitos anos de investigacdo, os imunogénios de NtAb capazes
de desencadear estes bNtAbs continuam desconhecidos, j& que

0s epitopos sdo conformacionais.

Apesar das numerosas dificuldades encontradas na concecgéao
de estratégias de vacinas profildticas ou terapéuticas
seguras e eficazes contra a infecdo por um virus VIH, tem
sido feito um grande progresso na concecdo de composicdes
de wvacinas anti-VIH promissoras. Ilustrativamente, foram
realizados ndo menos de 576 estudos clinicos de vacinas
anti-VIH no inicio do ano de 2012 nos Estados Unidos,
Canada e Australia. Vale a pena referir que 27 destes
estudos clinicos tém uma etapa de Fase IV concluida. Estes
avangcos mostram gque, com o tempo, as vacinas anti-VIH
representam ferramentas médicas crescentemente tangiveis e
crediveis para prevenir e/ou tratar individuos que estdo em

risco ou que Jj& estdo sujeitos a infecdo por um virus VIH.



Todas estas vacinas em desenvolvimento tém como objetivo a

reducdo da replicacédo viral do virus.

Uma das estratégias de vacinas anti-VIH profilaticas, bem
como terapéuticas promissoras divulgadas na técnica refere-
se a geracdo de anticorpos contra um motivo altamente
conservado da proteina de envelope gp4l do VIH, o qual foi
designado "3S". Foi demonstrado na técnica que uma
composicdo imunogénica consistindo do péptido 35S acoplado a
proteina transportadora KLH (designado KLH-3S) em
associacdo com o Adjuvante Incompleto de Freund (IFA) foi
capaz de induzir anticorpos anti-3S em macacos. Foi também
demonstrado que o0s anticorpos anti-3S tinham um efeito
protetor contra o declinio de células T CD4+ nos macacos
imunizados. Estes resultados abriram o caminho ©para
estratégias adicionais de intervencéo imunoldgica
destinadas ao controlo do desenvolvimento da doenca do VIH

(Vieillard et al., 2008, PNAS, Vol. 105 (6) : 2100-2104).

Esta estratégia ¢ a primeira a visar um determinante viral

da patogenicidade do VIH-1 e n&o a replicacédo viral.
Existe ainda uma necessidade na técnica para ferramentas
terapéuticas destinadas a prevencdo ou tratamento de uma

infecdo provocada por um virus VIH-1.

Sumdrio da invencéo

A presente invencdo divulga um composto imunogénico que

compreende um péptido da férmula (I) seguinte

NH,- [Nt],-P-W-N-X;-S- -Xp=S-N-X3-X;—-X5-X;-X7-I-W-[Ct],-COOH

em que



- y € um numero inteiro que significa 0 ou 1,

- z & um numero inteiro que significa 0 ou 1,

- Nt consiste de um péptido que tem desde 1 a 100
aminoadcidos de comprimento,

- Ct consiste de um péptido que tem desde 1 a 100
aminodcidos de comprimento,

- X1 €& um aminodcido selecionado do grupo consistindo da
(Alanina), T (treonina), S (Serina) e N (Asparagina),

- X, é& um aminoédcido selecionado do grupo congistindo de
W (Triptofano) e A (Alanina),

- X3 é& um aminodcido selecionado do grupo consistindo de
K (Lisina) e R (Arginina),

- X, & um aminodcido selecionado do grupo consistindo de
S (Serina) e T (Treonina),

- X5 é um aminoacido selecionado do grupo consistindo de
L (Leucina), Y (Tirosina) e Q (Glutamina),

- Xg € um aminoadcido selecionado do grupo consistindo de
D (Acido aspéartico), N (Asparagina), E (Acido glutamico), S
(Serina), G (Glicina) e K (Lisina),

- X7 & um aminodcido selecionado do grupo consistindo de
D (Acido aspartico), O (Glutamina), L (Leucina), A

(Alanina), K (Lisina) e E (Acido glutémico),

péptido de fédrmula (I) esse que estd ligado covalentemente
a uma proteina transportadora consistindo de uma proteina

CRM 197.

Nalgumas formas de realizacdo, o composto imunogénico
compreende o péptido de SEQ ID N° 2 [NH, PWNASWSNKSLDDIW-
COOH] que estd ligado covalentemente a uma proteina

transportadora consistindo da proteina CRM 197.



De maneira notével, a presente invencdo refere-se a um
composto imunogénico que compreende um péptido da férmula

seguinte (V)

NH,- (A1) ,~SEQ ID N°2-(A2),-COOH (V),

em que

- m & um numero inteiro que significa 0 ou 1,
- n & um numero inteiro que significa 0 ou 1,
- Al é um residuo de aminoécido, e

- A2 é um residuo de aminoécido,

péptido de foérmula (I) esse que estd ligado covalentemente
a uma proteina transportadora que consiste de uma proteina

CRM 197.

Nalgumas formas de realizacdo de um composto imunogénico de
acordo com a invencédo, o péptido de fédrmula (I) compreende,

ou consiste de, um péptido de SEQ ID N°5.

Nalgumas outras formas de realizacdo de um composto
imunogénico de acordo com a invencdo, o péptido de foérmula

(I) compreende, ou consiste de, um péptido de SEQ ID N°6.

Nalgumas formas de realizacéo, o) referido composto
imunogénico estd ligado covalentemente a referida proteina
transportadora pelo residuo de aminoacido da sua
extremidade N-terminal, quer diretamente ou através de uma

unidade de ligacéo.

Assim, nalgumas formas de realizacdo, o referido composto
imunogénico estd ligado covalentemente a referida proteina

transportadora através de uma unidade de ligacéo,
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preferencialmente uma unidade de ligacdo compreendendo dois

grupos reativos succinimidilo.

Esta invencéao refere-se também a uma composicéao
compreendendo um composto imunogénico como definido acima

em associacdo com uma ou mais substédncias imunoadjuvantes.

Preferencialmente, as referidas uma ou mails substédncias
imunoadjuvantes compreendem, ou consiste de, hidrdéxido de

aluminio (Al (OH)3).

A presente invencdo relaciona-se também com uma composicdo
de wvacina compreendendo um composto imunogénico ou uma
composicdo como definida acima, em associacdo com um ou

mais veilculos farmaceuticamente aceitéveis.

Esta invencdo refere-se também a um composto imunogénico ou
uma composicdo como definida acima, para ser utilizado num
medicamento, ou alternativamente para ser utilizado para
prevenir e/ou tratar uma condicdo provocada pela infecdo de

um individuo por um virus VIH.

Ela refere-se também a utilizacédo de um composto
imunogénico ou de uma composicdo como definida acima, para
preparar uma composicdo de vacina para prevenir e/ou tratar
uma condicdo provocada pela infecdo de um individuo por um

virus VIH.

A presente invencdo refere-se também a um método para
prevenir e/ou tratar uma condicdo provocada pela infecdo de
um individuo por um virus VIH, compreendendo um passo de
administracdo, a um individuo necessitado da mesma, de uma
quantidade eficaz de uma composicdo de vacina como definida

acima.
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Descricdo das figuras

A Figura 1 ilustra a geracdo de anticorpos anti-péptido 3S
apds imunizacdo com o péptido 3S16Nter conjugado com KLH ou
CRM197. Cada simbolo representa os resultados obtidos a

partir de um rato. Cada barra representa o valor médio

geométrico dos resultados obtidos a partir do
correspondente grupo de ratos. Abcissas : tipo de
composicdo utilizada; Ordenadas : titulos de IgG anti-3S

como expressos em Unidades Arbitrarias (A.U.). Uma Unidade
Arbitrdria corresponde ao sinal gerado por uma solucdo do
anticorpo monoclonal anti-3S de rato 15C8f2 a concentracédo
final de 1 ng/pL. Figura 1A : resultados no Dia 21 apdbds a
primeira injecgdo; Figura 1B : resultados no Dia 35 apds a
primeira injecdo; Figura 1C : resultados no Dia 49 apds a

primeira injecédo.

A Figura 2 ilustra a gama de doses oOotimas da vacina de
imunoconjugado de péptido 35-CRM197 (substéncia
farmacoldbgica 33) em ratos. Abcissas : dose do
imunoconjugado como expressa como a quantidade de
equivalente antigénico (respetivamente 0 ("Adjuvante"),
0,02 png, 0,2 nug, 1 ng, 2 pg e 4 ug). Ordenadas : Titulos de
IgG anti-3S16Nter como expressos como diluicdo de 1/ponto
médio). A diluicdo de ponto médio é a diluicdo do antissoro
que origina metade do sinal méximo. O eixo dos X representa
0s diferentes grupos de ratos vacinados com doses
crescentes expressas em microgramas (1ng) de péptido
3S16Nter equivalente da substédncia farmacoldgica 3S. Cada
simbolo representa um rato. Uma mistura de soros de ratos
vacinados com o imunoconjugado CRM197-3S é utilizada para
normalizar o ensaio ELISA. S&o indicadas as significéncias
estatisticas calculadas por um teste ndo paramétrico de

Mann Whitney. *: 0,5>p>0,1; **: 0,1>p>0,01; ***: p<0,01.
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A Figura 3 ilustra a gama de doses o¢otimas da vacina do
péptido 3S-CRM197 em vratazanas. Abcissas : dose do
imunoconjugado (a substancia farmacoldégica 35) como
expressa como a gquantidade de péptido conjugado com O
veiculo sem ter em consideracdo o peso do veiculo e o peso
da unidade de ligacéo (equivalente de péptido)
(respetivamente 0 ("Adjuvante"), 0,02 nug, 0,2 npg, 1 ug,
2 ng e 4 ug). Ordenadas : Titulos de IgG anti-3S16Nter como
expressos como diluicdo de 1/ponto médio). A diluicdo de
ponto médio é a diluicdo do antissoro que origina metade do
sinal méximo. O eixo dos X representa os diferentes grupos
de ratazanas vacinadas com doses crescentes exprimidas em
microgramas (ug) de equivalente de péptido da substancia
farmacolbégica 3 S. Cada simbolo representa uma ratazana.
Uma mistura de soros de ratazanas vacinadas com 20 ug e
50 pg de imunoconjugado CRM197-3S formulado com hidrdéxido
de aluminio é utilizada para normalizar o ensaio ELISA. S&o
indicadas as significdncias estatisticas calculadas por um
teste ndo paramétrico de Mann Whitney. *: 0,5>p>0,1 ; **:

0,1>p>0,01 ; ***: p<0,01

As Figuras 4 e 5 ilustram a aptiddo dos anticorpos anti-
3516Nter obtidos apds imunizacdo de animais, incluindo
primatas, com  um 3S16Nter conjugado com proteinas

transportadoras (KLH ou CRM197) como aqui descrito.

A Figura 4 ilustra a fluorescéncia média PE de pocos de
controlo. A fluorescéncia média PE medida que representa a
densidade de NKp44L a superficie das células T CD4+ foi
medida por citofluorometria das células dos pocgcos numero 4
a numero 1). O eixo dos Y representa a fluorescéncia média
X. 0O eixo dos X representa os diferentes controlos. Com

(35) ou sem (-) péptidos 3S1oNter, e sem (-) ou com soro de
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coelhos negativos (coelho neg) ou positivos (coelho pos)
para IgG anti-3Sl16Nter a diluicdo de 1/50. Os controlos
foram testados em duplicado e s&do indicados os Desvios

Padrdo (barras de erro).

A Figura 5 ilustra a fluorescéncia média X de pogos de
itens de ensaio. A fluorescéncia média PE medida que
representa a densidade de NKp44l a superficie das células T

CD4+ foi medida por citofluorometria das células dos pogos

nimero 16 a numero 45. O eixo dos Y representa a
fluorescéncia média X. O eixo dos X representa as
diferentes condicbes testadas. Todos o©s pocos foram

testados na presenca de péptidos 3S16Nter. Foi testado o
soro de uma ratazana vacinada com imunoconjugado CRM197-
3516Nter (R122 d49) com adjuvante. Cada diluicdo foi
testada em triplicado, sendo indicados os Desvios Padréao
(barras de erro). O soro negativo para IgG anti-3S16Nter
(controlo negativo) foi testado a diluicdo de 1/50. O soro
positivo para IgG anti-3S16Nter foi testado as diluicdes de
1/100, 1/400, 1/1600 e 1/6400.

A Figura 6 ilustra a geracdo de anticorpos anti-péptido 3S
apds 1imunizacdo com o péptido m3S16Nter conjugado com
CRM197. Cada simbolo representa o0s resultados obtidos de um
rato e foram imunizados seis ratos com aquele. Os ratos
foram injetados aos dias 0, 14, 28, 169 e 212,
respetivamente, como ilustrado pelas setas correspondentes.
Abcissas : intervalo de tempo apds a primeira injecdo do
imunoconjugado como expresso em dias. Ordenadas : titulos

de anticorpo anti-3S como expressos como 1/ponto médio.
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Descricdo detalhada da invencéo

A presente invencdo proporciona em primeiro lugar um novo
composto imunogénico Util para a preparacdo de composicdes,

e, em especial, de composicdes de vacina contra o VIH.

Os inventores realizaram um trabalho de investigacédo
minucioso tendo em vista a concecdo de um composto
imunogénico dotado de capacidade para induzir uma resposta

de anticorpos alta e eficaz contra um péptido 3S.

Como aqui utilizado, um péptido 35S é coletivamente definido
na presente descricdo como um péptido de foérmula (I), a
qual é descrita abaixo. Um péptido 3S abrange o péptido 38
de SEQ ID N° 5 (NH,-CPWNASWSNKSLDDIW-COQOH) , o qual &

conhecido na técnica.

Como aqui utilizados, os anticorpos anti-3S consistem em
anticorpos dirigidos contra um péptido de férmula (I) e
incluem anticorpos dirigidos contra o péptido 3S de SEQ ID

N° 5.

O péptido 3S de SEQ ID N°5 foi anteriormente identificado
como um antigénio anti-VIH candidato por Vieillard et al.
(Vieillard et al., 2008, PNAS, Vol. 105 (6) : 2100-2104).
Recorde-se que Vieillard et al. induziram anticorpos anti-
35S utilizando um composto imunoconjugado consistindo de
péptidos 35S de SEQ ID N° 5 que foram ligados covalentemente

a proteina transportadora KLH bem conhecida.

E aqui relembrado que a KLH é praticamente a tnica proteina
transportadora que é presentemente utilizada em composicdes
de vacina compreendendo substdncias imunogénicas sob a

forma de conjugados de antigénio-proteina transportadora.
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Além do mais, a KLH tem sido amplamente utilizada para
gerar anticorpos (Lee, Huang, Lasanthi, Jayathilaka, Lateef
e Gupta, 2010. Production of antipeptide antibodies,
Methods in Molecular Biology, 657:93-108, S.D. Schwartzbach
e T. Osafune (eds.), Springer; Ragupathi, Gathuru e
Livington, 2005, Antibody inducing polyvalent cancer
vaccines, Cancer Treat Res, 123:157-150; Harris e Markl,
1999, Kevhole limpet hemocyanin (KLH) : a biomedical

review, Micron, 30-597-623).

Surpreendentemente, 0Ss inventores determinaram que a
proteina transportadora convencional KLH wutilizada por
Vieillard et al. ndo era adequada para a concecdo de um
composto imunogénico que gerasse uma resposta de anticorpos
anti-3S eficaz destinada a inducdo de um efeito protetor
contra os disturbios imunoldégicos provocados pela infecéo
de um individuo por um virus da familia do VIH, e
particularmente um virus VIH-1. De maneira notavel, os
inventores constataram inesperadamente que as moléculas de
KLH enxertadas com o ©péptido 3S (KLH-385) formavam
agregados, que conduziam a um composto imunogénico final
heterogéneo compreendendo entidades associadas de varios
pesos moleculares aparentes. Assim, 0s inventores
constataram gque um composto imunogénico que compreende
conjugados de KLH-3S nédo pode ser fabricado de forma
reprodutivel com o objetivo de obter um  produto
gquimicamente definido wutilizadvel como um medicamento, e

especialmente como um medicamento para uso humano.

De forma muito surpreendentemente, 0s inventores
determinaram gque pode ser obtida uma resposta de anticorpos
anti-38 eficaz utilizando um composto imunogénico
especifico consistindo de um conjugado antigénio-
transportador em gue a molécula transportadora consiste de

uma proteina CRM197. De maneira notével, determinou-se que
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¢ obtido um aumento de aproximadamente 100 vezes no
anticorpo anti-3S utilizando CRM197 como a proteina
transportadora, em comparagdo com um composto imunogénico
em que o) mesmo péptido antigénico estéa ligado

covalentemente a proteina transportadora KLH convencional.

A proteina CRM197 consiste num mutante ndo tdéxico da toxina
da difteria bem  conhecida, mutante esse que foi
inicialmente descrito por Uchida et al. (1973, J. Biol.
Chem., Vol. 248 : 3838-3844). A proteina mutante CRM197 foi
inicialmente descrita como o produto de traducdo do gene
tox97 mutante em que uma transicdo G-A levou a substituicédo
do residuo de glicina (G) na posicdo 52 da toxina da
difteria de tipo selvagem por um residuo de &acido glutémico

(E).

De acordo com o conhecimento da regquerente, a CRM197 tem
sido mal utilizada até agora como uma molécula
transportadora para preparar compostos imunogénicos,
especialmente para conjugacdo de péptidos. De acordo com o
conhecimento da requerente, a CRM197 tem sido utilizada
exclusivamente como uma substdncia transportadora para
antigénios oligossacédridos, isto é, para gerar anticorpos
contra estruturas ndo proteicas que sdo bem conhecidas na
técnica como tendo um comportamento imunoldgico muito
especifico. Ainda mais precisamente, parece que a CRM197
tem sido utilizada exclusivamente como uma molécula
transportadora para (i) oligdsidos derivados dos antigénios
capsulares de Streptococcus pneumoniae, (ii) oligdsidos de
Neisseria menigitidis e (iii) para o polissacédrido capsular

de Haemophilus influenza tipo B.

A presente invencdo divulga um composto imunogénico que

compreende um péptido da férmula (I) seguinte
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NH,- [Nt]-P-W-N-X;-5-X,-5-N-X35-X5-X5-Xs-X7-1-W-[Ct],-COOH (I),

em que

- y €& um numero inteiro que significa 0 ou 1,

- z & um numero inteiro que significa 0 ou 1,

- Nt consiste de um péptido que tem desde 1 a 100
aminoacidos de comprimento,

- Ct consiste de um péptido que tem desde 1 a 100
aminoadcidos de comprimento,

- X1 é um aminodcido selecionado do grupo consistindo da
(Alanina), T (treonina), S (Serina) e N (Asparagina),

- X, & um aminodcido selecionado do grupo consistindo de
W (Triptofano) e A (Alanina),

- X3 é um aminoacido selecionado do grupo consistindo de
K (Lisina) e R (Arginina),

- X, é um aminoadcido selecionado do grupo consistindo de
S (Serina) e T (Treonina),

- Xs € um aminodcido selecionado do grupo consistindo de
L (Leucina), Y (Tirosina) e QO (Glutamina),

- X¢ € um aminodcido selecionado do grupo consistindo de
D (Acido aspéartico), N (Asparagina), E (Acido glutamico), S
(Serina), G (Glicina) e K (Lisina),

- X7 é um aminoadcido selecionado do grupo consistindo de
D (Acido aspartico), @ (Glutamina), L (Leucina), A

(Alanina), K (Lisina) e E (Acido glutémico),

péptido de fédrmula (I) esse que estd ligado covalentemente
a uma proteina transportadora consistindo de uma proteina

CRM 197.

Para a finalidade da ©presente descricdo, o composto
imunogénico de férmula (I) pode ser também aqui designado

NH,- [Nt],-SEQ ID N° 1-[Ct],-COOH (I)
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Nalgumas formas de realizacdo do composto imunogénico de

férmula (I), X; significa preferencialmente A,

Nalgumas formas de realizacdo do composto imunogénico de

férmula (I), X, significa preferencialmente W,

Nalgumas formas de realizacdo do composto imunogénico de

férmula (I), X5 significa preferencialmente K,

Nalgumas formas de realizacdo do composto imunogénico de

férmula (I), X4 significa preferencialmente S,

Nalgumas formas de realizacdo do composto imunogénico de

férmula (I), Xs significa preferencialmente L,

Nalgumas formas de realizacdo do composto imunogénico de

férmula (I), Xg significa preferencialmente D, e

Nalgumas formas de realizacdo do composto imunogénico de

férmula (I), X; significa preferencialmente D.

Nalgumas formas de realizacdo do composto imunogénico de
férmula (I), um ou mais dos aminodcidos selecionados do
grupo consistindo de X1, X;, X3, X4, X5, X; e X7 tém os seus
respetivos significados preferidos especificados acima.
Nalgumas formas de realizacdo, 1, 2, 3, 4, 5, 6 ou 7 dos
aminocdcidos selecionados do grupo consistindo de X;, X,, Xs,
X4, X5, X; e X; tém os seus respetivos significados

preferidos especificados acima.

Nas formas de realizacdo em que o0s sete aminoacidos
selecionados do grupo consistindo de Xi, X;, X3, X4, X5, X; e

X4 tém 0s seus respetivos significados preferidos
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especificados acima, entdo o referido péptido imunogénico

consiste do péptido de férmula (ITa)

NH,- [Nt],-P-W-N-A-S-W-S-N-K-S-L-D-D-I-W-[Ct],-COOH (IIa),

o qual pode ser também designado

NH2- [Nt]y-SEQ ID N° 2-[Ct]z-COOH (ITa).

Nas formas de <realizacdo em gque 08 Seis aminoacidos
selecionados do grupo consistindo de X;, X3, Xi, X5, Xg; e Xy
tém 0s seus respetivos significados preferidos
especificados acima, e em que o aminoacido X, significa A
(Alanina), entdo o referido péptido imunogénico consiste do

péptido de férmula (IIb)

NH,- [Nt],-P-W-N-A-S- A-S-N-K-S-L-D-D-I-W-[Ct],-COOH (IIb),

o0 qual pode ser também designado

NH,- [Nt]y-SEQ ID N° 6-[Ct]z-COOH (IIb)

Um péptido Nt gque tem desde 1 a 100 residuos de aminoacidos
de comprimento abrange péptidos possuindo 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,
22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36,
37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 4¢, 47, 48, 49, 50, 51,
52, 53, 54, 55, 56, 57,58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66,
67, 68, ©9, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81,
82, 83, 84, 85, 8¢, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 9¢,

97, 98, 99 e 100 residuos de aminocdcidos de comprimento.

Nalgumas formas de realizacdo, um péptido Nt tem 10

residuos de aminoadcidos de comprimento ou menos, o dgual
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abrange um comprimento de aminocdcido de 5 residuos de

aminodcidos ou menos.

Nalgumas formas de realizacdo, o residuo N-terminal de um

péptido Nt consiste de um residuo C (Cisteina).

Nalgumas formas de realizacdo, o péptido Nt é da foérmula

(III) seguinte

NH,-C-Y;-T-Y,-V-(III) de SEQ ID N° 3,

em que

- Y; é um aminoédcido selecionado do grupo consistindo de
T (Treonina) e P (Prolina),
- Y, € um aminoadcido selecionado do grupo consistindo da

(Alanina), T (Treonina) e N (Asparagina).

Nalgumas outras formas de realizacdo, o péptido Nt consiste

de um residuo de cisteina (também designado "C").

Um péptido Ct que tem desde 1 a 100 residuos de aminoé&cidos
de comprimento abrange péptidos possuindo 1, 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, 31, 32, 33, 34, 35, 3¢,
37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 4¢, 47, 48, 49, 50, 51,
52, 53, 54, 55, 56, 57,58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66,
67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81,
82, 83, 84, 85, 8¢, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96,

97, 98, 99 e 100 residuos de aminodcidos de comprimento/

Nalgumas formas de realizacdo, um péptido Ct tem 10
residuos de aminoédcidos de comprimento ou menos, o qual
abrange um comprimento de aminodcidos de 5 residuos de

aminodcidos ou menos.
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Nalgumas formas de realizacdo, o residuo C-terminal de um

péptido Ct consiste de um C (residuo de Cisteina).

Nalgumas formas de realizacdo, o péptido Nt é da foérmula

seguinte (IV)

-Ys-Y,-M-T-W-COOH (III) de SEQ ID N° 4,
em que
- Y; € um aminoédcido selecionado do grupo consistindo de
D (Acido aspartico), Q (Glutamina), E (Acido glutédmico) e N
(Asparagina), e
- Y, € um aminodcido selecionado do grupo consistindo de

N (Asparagina), H (Histidina), S (Serina) e K (Lisina).

Nalgumas outras formas de realizacdo, o péptido Ct consiste

de um residuo de cisteina (também designado "C").

Nalgumas outras formas de realizacdo, o péptido Ct esté

ausente num composto imunogénico da invencéo.
Nalgumas formas de realizacdo especificas de um composto
imunogénico, o referido péptido é da férmula (V) descrito

abaixo.

Assim, a presente invencdo divulga um composto imunogénico

que compreende um péptido da férmula (V) seguinte

NH,- (A1) ,=SEQ ID N°1-(A2),-COOH (V),

em que

- m & um numero inteiro que significa 0 ou 1,
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- n & um numero inteiro que significa 0 ou 1,
- Al é um residuo de aminoacido, e

- A2 é um residuo de aminoécido,

péptido de foérmula (V) esse que estd ligado covalentemente
a uma proteina transportadora consistindo de um proteina

CRM 197.

Nalgumas formas de realizacdo de um péptido de férmula (V),
m é igual a 1, n é igual a 0 e Al significa um residuo de
Cisteina (C).

A presente invencdo refere-se também a um composto
imunogénico que compreende um péptido da férmula (VIa)
seguinte

NH,- (Al),-SEQ IDN°2- (A2),-COOH (VIa),

em que

- m & um numero inteiro que significa 0 ou 1,

- n & um numero inteiro que significa 0 ou 1,

Al é um residuo de amino&cido, e

A2 é um residuo de aminoécido,

péptido de férmula (VIa) esse que esté ligado
covalentemente a uma proteina transportadora consistindo de

um proteina CRM 197.
A presente invencdo refere-se também a um composto
imunogénico que compreende um péptido da férmula (VIb)

seguinte

NH,- (Al),~SEQ ID N°6-(A2),-COOH (VIb),
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em que

- m é um numero inteiro que significa 0 ou 1,

- n é& um numero inteiro que significa 0 ou 1,

Al é um residuo de aminodcido, e

A2 é um residuo de aminoé&cido,

péptido de férmula (VIb) esse que esté ligado
covalentemente a uma proteina transportadora consistindo de

um proteina CRM 197.

Nalgumas formas de realizagcdo de um péptido de fdérmula
(VIa) ou (VIb), m & igual a 1, n é igual a 0 e Al significa

um residuo de Cisteina (C).

Como é imediatamente evidente, os péptidos de fédrmulas (V),
(VIa) ou (VIb) sdo formas de realizacdo especificas de um
péptido de férmula (I) de acordo com a invencdo. Assim, a
cada forma de realizacdo de um composto imunogénico da
invencdo que ¢é descrita com uma referéncia a um péptido de
férmula (I) abrange a mesma forma de realizacdo em que O
péptido de férmula (I) consiste de um péptido de foérmula
(V) ou um péptido de férmula  (VIa) ou (VIb), salvo

especificacdo em contréario.

Como €& também imediatamente evidente, os péptidos de
formulas (VIa) ou (VIb) S&o formas de realizacéo
especificas de um péptido de férmula (V) de acordo com a
invencdo. Assim, a cada forma de realizacdo de um composto
imunogénico da invencgdo gque é descrita com uma referéncia a
um péptido de férmula (I) ou de fédrmula (V) abrange a mesma
forma de realizacdo em que o péptido de foérmula (I) ou de
férmula (V) consiste de um péptido de foérmula (VIa) ou

(VIb), salvo especificacdo em contréario.
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Como aqui utilizados, os residuos de aminodcidos abrangem a
Alanina (também designada "A" ou "Ala"), Arginina (também
designada ("R" ou "Arg"), Asparagina (também designada "N"
ou "Asn"), Acido aspartico (também designado "D" ou "Asp"),
Cisteina (também designada "C" ou "Cys"), Glutamina (também
designada "Q" ou Gln"), Acido glutadmico (também designado
("E" ou "Glu), Glicina (também designada "G" ou "Gly"),
Histidina (também designada "H" ou "His"), 1Isoleucina
(também designada "I" ou "Ile"), Leucina (também designada
"L" ou "Leu"), Lisina (também designada "K" ou "Lys"),
Metionina (também designada "M" ou "Met"), Fenilalanina
(também designada ("F" ou "Phe"), Prolina (também designada
"P" ou "Pro"), Serina (também designada "S" ou "Ser"),
Treonina (também designada "T" ou "Thr"), Triptofano
(também designada "W" ou "Trp"), Tirosina (também designada

"Y" ou "Tyr") e Valina (também designada "V" ou "Val").

Como anteriormente especificado, a CRM197 é uma molécula
transportadora ndo convencional para a apresentacdo de
antigénios proteicos as células do sistema imunitéario. A
CRM 197 ¢é facilmente disponivel para um especialista na
técnica. A CRM197 é de maneira notavel comercializada sob a
referéncia CRM197 (rDNA) pela Company Pfenex 1Inc (San
Diego, EUA). A CRM197 é aqui definida como a proteina de
SEQ ID N° 8.

Um péptido de férmula (I), incluindo as suas formas de
realizacdo especificas de férmula (V) e de foédrmulas (VIa)
ou (VIb), como aqui descrito pode ser produzido por uma

tecnologia de clonagem conhecida ou por sintese quimica.

Por exemplo, o ADN que codifica um péptido de férmula (I) é
preparado através da utilizacdo de uma tecnologia de
clonagem, e inserido num vetor de replicacdo autdénoma para

preparar um ADN recombinante. O ADN recombinante é
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introduzido num hospedeiro apropriado, tal como Escherichia
coli, Bacillus subtilis, Actinomyces, levedura, fungo
filamentoso, uma célula vegetal, uma célula de inseto e uma
célula animal, para obter um transformante. A partir do
produto cultivado do transformante pode ser obtido um
péptido contendo um péptido de férmula (I).
Alternativamente, o ADN que codifica um péptido de férmula
(I) é preparado e submetido a um sistema de sintese de
proteinas acelular utilizando gérmen de trigo e um extrato
de células de Escherichia coli, para sintetizar o péptido
da invencédo. Nalgumas formas de realizacdo em que o péptido
de férmula (I) estd ligado a uma proteina transportadora
pode ser entdo sintetizado um produto imunogénico que
consiste de uma proteina de fusdo contendo um péptido de
férmula (I) e a proteina transportadora desejada por uma

técnica de ADN recombinante.

Além do mais, utilizando um método de sintese quimica usual
para um péptido de fédrmula (I), tal como um "método em fase
s6lida" ou "um método em fase liquida", os aminoacidos sé&o
sucessivamente ligados e prolongados por desidratacdo/

condensacéao.

Para fabricar um composto imunogénico como definido acima,
pode utilizar-se qualquer reacdo de conjugacdo adequada,
com qualquer unidade de ligacdo adequada se necessario, as

quais s&do bem conhecidas pelo especialista.

Em certas formas de realizacdo de um péptido de fédrmula
(V), (VIa) ou (VIb), os residuos de aminodcidos Al e/ou A2
estdo ausentes, quando 0s numeros inteiros m e/ou n & (s&o)

igual (iguais) a 0, respetivamente.
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Nalgumas formas de realizacdo de um péptido de férmula (V),
(VIa) ou (VIb), Al estd presente (isto &, o numero inteiro

m=1) e A2 estd ausente (isto &, o numero inteiro n=0)

Nalgumas formas de realizacdo de um péptido de férmula (V),
(VIa) ou (VIb), Al estéd ausente (isto é, o numero inteiro

m=0) e A2 estd presente (isto &, o numero inteiro n=1).

Nalgumas formas de realizacdo preferidas de um péptido de
férmula (V), (VIa) ou (VIb), Al e/ou A2, quando presentes,

consiste(m) de um residuo de cisteina.

Nalgumas formas de realizacdo preferidas de um péptido de
férmula (V), (VIa) ou (VIb), Al estd presente e consiste de
um residuo de cisteina N-terminal e A2 estd ausente, isto
¢, O numero inteiro n ¢é 1digual a 0. Nestas formas de
realizacdo preferidas, o péptido ou férmula (V), ou (VIa)
consiste do péptido de SEQ ID N°5. Nestas formas de
realizacdo preferidas, o péptido de fdérmula (V) ou (VIb)

consiste do péptido de SEQ ID N° 7.

De um ponto de vista técnico, os péptidos de férmula (I),
incluindo os péptidos de férmula (V) ou de férmula (VI),
acima podem ser ligados covalentemente a CRM197, quer
diretamente ou através de uma unidade de ligacdo, através
do seu residuo de aminodcido da extremidade N-terminal ou
através do seu residuo de aminodcido da extremidade C-
terminal. Nestas formas de realizacdo gerais, a ligacédo
covalente pode envolver um grupo amino alfa ou grupo
carboxilo alfa disponivel do referido residuo de aminoacido
de um péptido de fdérmula (I). Alternativamente, a ligacéo
covalente pode envolver um grupo amino, grupo carboxilo ou
grupo tiol disponivel localizado numa cadeia lateral do
referido residuo de aminodcido de um péptido de férmula

(I).
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No entanto, constatou-se aqui que um composto imunogénico
como definido acima em gue os péptidos de foérmula (I) séo
ligados covalentemente a CRM197 através da sua extremidade
C-terminal ndo ¢ o6timo, uma vez que um tal péptido
imunogénico tem uma propensdo para formar agregados, o que
pode representar uma desvantagem significativa para obter
uma composicéo farmacéutica quimicamente definida e

facilmente reprodutivel.

Assim, nalgumas formas de realizacdo preferidas de um
composto imunogénico como definido acima, os péptidos de
férmula (I) sdo ligados covalentemente a CRM197 através da

sua extremidade N-terminal.

Além disso, num composto imunogénico como definido acima,
os péptidos de férmula (I) sdo ligados covalentemente a
CRM197 muito preferencialmente através de um agente de
ligacdo apropriado. Constatou-se aqui que a presenca de um
agente de ligacdo a ligar em ponte os péptidos de férmula
(I) e CRM197 introduz alguma flexibilidade na molécula,
permitindo desse modo uma melhor disponibilidade dos
epitopos relevantes contidos nos péptidos de férmula (1)
para os recetores correspondentes presentes na superficie
das células do sistema imunitario, isto ¢é, principalmente

células T e células B.

Assim, nalgumas formas de realizacdo preferidas de um
composto imunogénico como definido acima, os péptidos de
férmula (I) sd@o ligados covalentemente a CRM197 através de

uma unidade de ligacéo.

Nalgumas formas de realizacdo preferidas, os péptidos de
férmula (I) sdo ligados covalentemente a CRM197 pela sua

extremidade N-terminal, através de uma unidade de ligacé&o.
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A referida unidade de ligacdo ¢é obtida fazendo reagir um
agente de ligacdo com a CRM197 e os péptidos de férmula
(I).

Em formas de realizacdo preferidas, o agente de ligacédo
possui dois grupos reativos distintos, (i) um grupo
succinimidilo e (ii) um grupo maleimida, respetivamente.
Cada um dos grupos reativos esta disponivel para reagir com
um grupo amino ou um grupo tiol de (i) CRM197 e de (ii) um

péptido de férmula (I), respetivamente.

Um tal tipo de agente de ligacdo é muito bem conhecido na

técnica e estéd facilmente disponivel no mercado.

No entanto, constatou-se aqui que alguns destes agentes de
ligacdo heterobifuncionais né&o s&do oétimos, especialmente
quando é procurado o fabrico de uma composicdo de vacina.
Ilustrativamente, 0s inventores constataram que a
utilizacdo de um agente de ligacdo heterobifuncional como o
MBS (éster m-MaleimidoBenzoil-N-hidroxissuccinimidilo) dava
origem a um produto final que era muito pouco soltvel em
agua. Uma Dbaixa solubilidade em agua de um composto
imunogénico pode corresponder a uma desvantagem técnica
substancial tendo em vista o fabrico de uma composicdo de
vacina, uma vez que as formas finais das composicdes de
vacina que se encontram prontas para serem administradas
consistem geralmente de solucgdes ou suspensdes liquidas
salinas a base de adgua que podem conter também
eventualmente um ou mais solventes soluveis em Aagua
farmaceuticamente aceitdveis. Como se ilustra nos exemplos
aqui, um imunoconjugado em que o CRM 197 estd ligado
covalentemente aos péptidos de fdérmula (I) através do MBS
permanece imunogénico, isto &, é capaz de gerar anticorpos

anti-3S relevantes quando injetados in vivo, apesar da sua
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incapacidade para serem utilizados como o ingrediente ativo
de uma composicdo de vacina, devido a sua propensido para

formar agregados.

Surpreendentemente, 0s inventores determinaram gque uma
familia restrita de agentes de ligacdo é a mais apropriada
para fabricar um composto imunogénico como aqui definido, o
qual deve ser completamente soluvel em &gua, e o qual deve
estar, desse modo, homogeneamente distribuido ao longo de
todo o volume de uma composicdo liguida com o objetivo de
ser elegivel como o ingrediente ativo imunogénico de uma
composicdo de vacina. A referida familia restrita de
agentes de ligacdo abrange, ou até mesmo consiste dos
agentes de ligacéao designados SMPB e sulfo-SMPR,

respetivamente.

Assim, nalgumas formas de realizacdo preferidas de um
composto imunogénico como definido acima, o referido agente
de ligacédo & selecionado do grupo consistindo de SMPB (4-
[p-maleimidofenil]butirato de succinimidilo) e Sulfo-SMPB

(4-[p—maleimidofenil]butirato de sulfossuccinimidilo).

Os métodos para conjugar duas proteinas com um agente de
ligacdo em geral, e mais particularmente com um agente de
ligacdo selecionado do grupo consistindo de SMPB e Sulfo-
SMPB, s&o bem conhecidos pelo especialista na técnica.
Ilustrativamente, tais protocolos sdo divulgados nos
folhetos que sdo tornados publicamente disponiveis pela

Pierce Company (Illinois, Estados Unidos).

Os SMPB e Sulfo-SMPB consistem de agentes de ligacgéo
heterobifuncionais que contém um grupo éster de N-
hidroxissuccinimida (NHS) e um  grupo maleimida. A
conjugacdo utilizando SMPB ou Sulfo-SMPB ¢é geralmente

realizada por um procedimento de dois passos. Num primeiro
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passo, a proteina contendo amina (por exemplo CRM197) é
feita reagir com um excesso molar de varias vezes do agente
de ligacdo a pH 7-9 para formar ligacdes amida, seguida de
remocdo do excesso de agente de ligacdo que ndo reagiu,
geralmente por dessalinizacdo ou didlise. Num segundo
passo, a molécula contendo sulfidrilo (por exemplo, O
péptido de férmula (I)) € adicionada para reagir com 08
grupos maleimida j& ligados a primeira proteina (por
exemplo, grupos maleimida livres da cadeia de ligacdo que
j& estd ligada covalentemente a CRM197) a pH 6,5-7,5 para

formar ligacdes tioéter estéaveis.

Ao utilizar SMPB ou Sulfo-SMPB como agentes de ligacdo para
ligar covalentemente os péptidos de fdérmula (I) a proteina
transportadora CRM197 conduz a um conjugado de férmula

(VIT) abaixo: em que

R1

Iz

(VID),

- R1 consiste de um grupo reativo de CRM197, e em que o
grupo NH ligado ao mesmo é proveniente de (i) o grupo amino
alfa localizado na extremidade N-terminal da CRM197 ou (ii)
um grupo amino da cadeia lateral de um residuo de
aminocadcido de Lisina (K) da CRM197

- R2 consiste de um péptido de férmula (I), e em que ©
dtomo de enxofre (S) ligado aos mesmos ¢é proveniente de um
grupo sulfidrilo (SH) de um residuo de cisteina localizado
na extremidade N-terminal ou na extremidade C-terminal de
um péptido de férmula (I). Nalgumas formas de realizacdo, a

unidade sulfidrilo pode fazer parte de um aminodcido né&o
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natural, ou de qualgquer outra molécula presente na

extremidade do péptido de férmula (I).

Como é conhecido na técnica, a proteina CRM197 compreende
uma multiplicidade de grupos reativos R1l, pelo gque uma
multiplicidade de péptidos de férmula (I) pode estar ligada
a CRM197 num conjugado de foérmula (VII).

Assim, as formas de realizacdo muito preferidas de um
composto imunogénico como definido acima sdo aquelas em que
uma multiplicidade de grupos reativos de CRM197 estd ligada
covalentemente a um péptido de férmula (I) possuindo SEQ ID
N°5 ou SEQ ID N°7, péptido esse que possuli um residuo de
cisteina na sua extremidade N-terminal, de acordo com a

ligacdo covalente representada pela férmula (VII) acima.

Nalgumas formas de realizacdo de um composto imunogénico
como definido acima, um numero médio de péptidos de férmula
(I) que vai desde 2 a 20 estd ligado covalentemente a uma
molécula de CRM197. Em formas de realizacdo preferidas, um
numero médio desde 5 a 10 péptidos de férmula (I), o qual
inclui um numero médio desde 7-8 péptidos de férmula (I),

estd ligado covalentemente a uma molécula de CRM197.

Esta invencdo divulga também as composicdes compreendendo
um composto imunogénico como definido acima, em associacédo

com uma ou mais substdncias imunoadjuvantes.

Uma composicdo como aqui definida que compreende um
composto imunogénico como definido acima, e a qual
compreende ainda uma ou mais substdncias imunoadjuvantes,
pode ser também designada como uma "composicdo imunogénica"
ou alternativamente uma "composicdo de wvacina" na presente

descricéo.
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Nalgumas formas de realizacéo, nao existe qualquer
distincdo substancial a ser feita entre uma composicédo
imunogénica de acordo com a invencdo e uma composicdo de
vacina de acordo com a invencdo, para além dos termos
utilizados para designar tais composicdes, exceto que as
caracteristicas da composicdo de vacina devem satisfazer os
requisitos técnicos das varias Agéncias de medicamentos
para a concessdo das autorizacdes de introducdo no mercado
para uso humano ou veterinario. Como alternativa, uma
composicdo imunogénica de acordo com a invencdo pode néo
satisfazer os requisitos das Agéncias de medicamentos
enquanto sdo utilizadas para administracdo em animais, por
exemplo para produzir anticorpos anti-3S que podem ter
outra utilizacdo, incluindo uma outra utilizacdo como um

reagente de detecdo ou diagndstico.

Mais precisamente, uma composicdo imunogénica tem por
objetivo a geracdo de anticorpos dirigidos contra um
péptido de férmula (I) quando é administrada a um organismo
de mamifero, por exemplo um organismo de rato, coelho,
ovelha, cavalo ou cabra, em situacdes em gque ndo &
expectivel que os anticorpos gerados exercam um efeito
profilatico ou terapéutico no organismo do mamifero
imunizado. As composic¢des imunogénicas como aqui divulgadas
podem ser utilizadas para produzir anticorpos dirigidos
contra um péptido de férmula (I), para uma outra utilizacédo
ndo terapéutica destes anticorpos, por exemplo como um
reagente de detecgdo do virus VIH-1 ou um reagente de

detecdo de um péptido derivado de VIH-1.

Por outro lado, wuma composicdo de wvacina como aqui
divulgada tem por objetivo a geracdo de anticorpos
dirigidos contra um péptido de fdérmula (I) no organismo do
mamifero ao qual a referida composicdo de vacina é

administrada, em situacdes em qgque ¢é expectivel gue o0s
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anticorpos gerados exercam um efeito profildtico ou

terapéutico no organismo do mamifero imunizado.

Assim, as composicdes de acordo com a invencdo abrangem (i)
composicdes imunogénicas e (ii) composicdes de vacina. Além
disso, as composicdes imunogénicas e composicdes de vacina
podem diferir no tipo de substéncias auxiliares, incluindo
substincias imunoadjuvantes e excipientes que estdo ali
contidos. Uma composicdo 1munogénica de acordo com a
invencdo pode gerar uma producdo de anticorpos anti-3S num
animal, incluindo animais que ndo estdo em risco em relacédo
a uma infecdo por um virus VIH, para os quais nédo ¢é
procurado nenhum efeito profildtico ou terapéutico. Uma
composicdo de vacina de acordo com a invencdo tem por
objetivo, no individuo que foi administrado com a mesma, a
geracdo da producdo de anticorpos anti-3S que exercera um
efeito profildtico ou terapéutico contra uma infecdo por um
virus VIH, especialmente um efeito protetor contra o
declinio de células T CD4+ em individuos infetados por VIH,

0 que origina uma diminuicdo da patogenicidade do wvirus.

Nalgumas formas de realizacdo de uma composicdo imunogénica
ou de uma composicdo de vacina como aqui definida, um
imunocadjuvante pode ser selecionado do grupo consistindo de
(1) sals minerais, (ii) emulsdes, (iii) derivados naturais
ou sintéticos microbianos, (iv) adjuvantes de associacéo,
(v) adjuvantes derivados de citocinas ou derivados de

moléculas auxiliares, e (vi) formulacdes em particulas.

Uma lista de imunocadjuvantes adequados é descrita no Quadro

a seguir.
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Adjuvante/formulagdes

Sais minerais

Sais de aluminio (hidrdéxido, fosfato) (Altmen)

Fosfato de célcio

Emulsodes

MF59 (Emulsédo de 6leo em adgua de esqualeno estabilizado por
detergente microfluidizado)

Adjuvante incompleto de Freund (IFA, &agua/déleo Drakeol
estabilizado)

Montanide ISA-51 (Emulsdo de agua em 6leo estabilizada) e
ISA-720 (Agua/esqualeno estabilizado)

Derivados (naturais e sintéticos) microbianos

Monofosforil-lipido A (MPL)

Detox (MPL + CWS)

OM-174 (Derivado de lipido A, E. coli), OM-triacilo

LT Modificado, CT (Toxinas bacterianas geneticamente
modificadas [enterotoxina termicamente instédvel, toxina da
cblera] para proporcionar efeito adjuvante ndo tdxico)

CpG ODN (oligonucledtidos sintéticos contendo motivos CpG
imunoestimuladores)

Adjuvantes de Associacgéo

AS04 (Altimen + MPL)

AS02 (Emuls&o de 6leo em &gua + MPL + QS-21)

AS01 (Lipossomas + MPL + QS21)

Imunoadjuvantes

Citocinas: (IL-2, IL-12, GM-CSF, F1t3)

Moléculas auxiliares (B7.1)

Formulagdes em particulas

Lipossomas (DNPC/Chol)
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Adjuvante/formulagdes

DC Chol (Imunomoduladores lipidais capazes de se auto-
organizarem em lipossomas)

Virosomes™ (Veiculos lipossdmicos unilamelares, virossomas
da gripe reconstituidos imunoestimulantes [IRIV])

ISCOMS® (complexo estruturado de saponinas e lipidos)

PLA (poli (4dcido léctico))

Microparticulas de PLG (poli[lactideo-co-glicolideo])

Proteosomes™

Os imunoadjuvantes compreendendo sais minerais sédo
preferencialmente selecionados do grupo consistindo de (1)
sais de aluminio, preferencialmente de férmula KA1 (SO4),

12 H,O e (2) fosfato de célcio.

Os imunoadjuvantes baseados em emulsdes séo
preferencialmente selecionados do grupo consistindo de (1)
MF59, o qual é uma emulsdo de &leo em &gua de esqualeno
estabilizado por detergente microfluidizado, (2) adjuvante
incompleto de Freund, também designado IFA, (3) Montanide
ISA 51, o qual é uma emulsdo estabilizada de agua em Oleo,
(4) e (4) 1ISA-720, o qual é uma composicdo estabilizada

compreendendo adgua e esqualeno.

Os imunoadjuvantes compreendendo derivados microbianos
naturais ou sintéticos s&o preferencialmente selecionados
do grupo consistindo de (1) monofosforil-lipido A (MPL)
(por exemplo da Corixa, Hamilton, Mont., EUA) (2) Detox
(MPL+CWS), o qual consiste de uma emulsdo de goticulas de
6leo de monofosforil-lipido A e esqueleto da parede celular
micobacteriana, (3) OM-174, o qual é um adjuvante soltvel
derivado do lipido A de Escherichia coli, (4) toxinas
bacterianas nao téxicas, preferencialmente toxinas
modificadas, talis como a toxina termicamente instével de E.

coli, a toxina da cdélera, e em particular as subunidades B
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das mesmas (designadas LTB e CTB, respetivamente), e (b)
CpG ODN, os gquals sdo oligonucledtidos sintéticos que

contém motivos CpG imunoestimuladores.

Os adjuvantes de associacéo séo preferencialmente
selecionados do grupo consistindo de (1) AS04, o qual é uma
associacdo de altmen e monofosforil-lipido A (MPL), (2)
AS02, o qual é uma emulsdo de déleo em &gua compreendendo
uma associacdo de monofosforil-lipido A (MPL) e QS-21 (por
exemplo da Aquila Biopharmaceuticals, Inc., Framingham,
Mass., EUA), e (3) AS0l, o qual consiste de uma suspenséio
liquida de lipossomas com dois componentes
imuncestimulantes: 3'"-0O-desacil-4'-monofosforil-lipido A

(MPL) e Quillaja saponaria 21 (QS-21).

Os adjuvantes derivados de citocinas ou derivados de
moléculas auxiliares s&do preferencialmente selecionados do
grupo consistindo de (1) citocinas tais como IL-2, IL-12
(por exemplo de Genetics Institute, Cambridge, Mass., EUA),
GM-CSF (por exemplo de Hoffman La-Roche, Basel, Suica) e

F1t3 e (2) moléculas auxiliares como B7.1

As formulacdes em particulas sao preferencialmente
selecionadas do grupo consistindo de (1) lipossomas tais
como o0s lipossomas de DNPC/Chol, ou DC Chol, consistindo o
ultimo de imunomoduladores lipoides que sdo capazes de gse
auto-organizarem em lipossomas, (2) Virosomes™, o0s quais
sdo veiculos lipossédmicos unilamelares, virossomas da gripe
reconstituidos imunoestimulantes [IRIV], (3) ISCOMS®, o
qual sdo complexos estruturados de saponinas e lipidos, (4)
poli(dcido 1léctico) (PLA) e polillactideo-co-glicolideo]

(microparticulas de PLG), e (5) Proteosomes™.
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Os compostos ou composicgdes imunocadjuvantes descritos acima
sdo facilmente disponiveis a um especialista na técnica,

especialmente porque estdo comercialmente disponiveis.

No entanto, 0s inventores constataram que, guando gse
utiliza especificamente um composto imunogénico como aqui
definido, é obtida uma resposta de anticorpos eficaz, isto
¢, uma resposta de anticorpos com uma ordem de grandeza que
cumpre um efeito profilatico ou terapéutico em individuos
humanos, quando o referido composto imunogénico & combinado
com hidréxido de aluminio (Al1(OH)3) como a substéncia
imunocadjuvante. A substdncia imuncadjuvante a Dbase de
hidréxido de aluminio consiste de um material em particulas
sob a forma de uma suspensdo coloidal possuindo uma
distribuicdo de tamanho de particula de cerca de 1-10 um
com um tamanho de particula médio de cerca de 2-3 um
(Lindblad, 2004, Immunology and Cell Biology, Vol. 82: 497-
505) .

De modo percetivel, os inventores determinaram gque outras
substancias imunoadjuvantes altamente convencionais,
incluindo especialmente o imunoadjuvante bem conhecido
fosfato de aluminio, permitem a inducdo de niveis de
titulos inferiores de anticorpos anti-péptido 33, em
comparacdo com o hidrdéxido de aluminio, niveis de titulos
de anticorpos esses que podem ser Uteis para produzir
anticorpos como reagentes de laboratdério mas que sé&o
demasiado baixos para uma producdo endbdgena de anticorpos
anti-3S capazes de exercer um efeito médico profildtico ou

terapéutico.

Assim, em formas de realizacdo preferidas de uma composicédo
de acordo com a invencéo, a referida substédncia

imunocadjuvante consiste de hidréxido de aluminio.
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Além disso, os inventores determinaram que, para obter uma
resposta de anticorpos anti-3S 4tima, o hidrdéxido de
aluminio deve ser utilizado em condic¢cdes preferidas para
evitar a agregacdo das particulas de Al (OH)s; e assegurar
uma distribuicdo homogénea destas particulas na suspensédo

liquida final.

De acordo com a invencdo, determinou-se que a formacdo de
agregados de particulas de hidréxido de aluminio pode ser
evitada, ou pelo menos substancialmente retardada ou
reduzida, quando a composicdo pronta para utilizacdo final
compreende NaCl 100-200 mM e fosfato de sdédio 0,5-2,0 mM, e
muito preferencialmente NaCl 150 mM e fosfato de sdédio
1 mM. De acordo com esta forma de realizacdo, a taxa de
agregacdo do hidréxido de aluminio em particulas é muito
minimizada, sem alterar a aptiddo das particulas para
adsorver o composto 1imunogénico, condicdes especificas
essas que melhoram a aptiddo da composicdo para gerar uma

producdo protetora eficaz de anticorpos anti-péptido 3S.

Assim, nalgumas formas de realizacdo de uma composicdo de
acordo com a invencdo, a referida composicdo ¢é adaptada
para formar uma composicdo de vacina pronta para utilizacéo
compreendendo uma concentracdo final de hidrdéxido de
aluminio que vai desde 0,1 mg/mL a 5 mg/mL,
preferencialmente desde 0,05 mg/mL a 2 mg/mL, e ¢ muito
preferencialmente de cerca de 1 mg/mL, como expressa COmo O
teor de 1i8es Al®". De acordo com a Farmacopeia Europeia, a
quantidade de aluminio adjuvante deve ser inferior a
1,25 mg de aluminio por dose e 850 pg de aluminio por dose
nos Estados Unidos (de acordo com o Code of Federal

Regulations)

Do mesmo modo, de acordo com certas formas de realizacdo de

uma composicdo de acordo com a invencdo, a referida
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composicdo é adaptada para formar uma composicdo de vacina
pronta para utilizacdo compreendendo uma concentracdo final
de 0,1 mM a 50 mM de fosfato de sdédio, preferencialmente
0,5 mM a 15 mM de fosfato de sédio, e muito

preferencialmente de cerca de 1 mM de fosfato de sddio.

Num aspeto especifico, wuma composicdo de acordo com a
invencdo é adaptada para formar uma composicdo de wvacina
pronta para utilizacdo compreendendo uma guantidade do
referido composto imunogénico gque vai desde 0,01 ug a
200 pg por unidade de dosagem como expressa em equivalentes
de péptido antigénico, preferencialmente desde 0,05 pg a
50 ug por unidade de dosagem, e muito preferencialmente

desde 0,1 png a 20 pg por unidade de dosagem.

Como aqui utilizada, uma quantidade de um composto
imunogénico expressa como "equivalentes de péptido
antigénico”™ consiste na quantidade de péptidos de férmula
(I) que estd contida no material de composto imunogénico
considerado. A quantidade de péptidos de férmula (I) que
estdo ligados a uma molécula de CRM197 ¢é medida
preferencialmente por Andlise de Aminocdcidos. Este método é
a metodologia convencionalmente utilizada para determinar a
composicdo de aminocacidos de proteinas. As proteinas sé&o
macromoléculas que consistem de residuos de aminoacidos
covalentemente ligados organizados como um polimero linear.
As ligacbdes peptidicas sdo qguebradas por incubacdo sob
condicdes Acidas conduzindo a libertacdo de aminodcidos. Em
seguida é realizada uma andlise de aminodcidos no produto

de hidrdélise.

A Andlise de Aminoacidos é preferencialmente utilizada para
determinar a taxa de acoplamento do péptido de fdérmula (I)
a CRM197. Isto foi possivel porque alguns aminoédcidos estéo

presentes tanto na CRM197 como nos péptidos enxertados, e
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outros, tal como a F (Fenilalanina), estdo apenas presentes
na CRM197. Com base nos resultados dos aminoacidos
presentes apenas na CRM197 e daqueles presentes tanto na
CRM197 como no péptido de fédrmula (I) conjugado com aquela,
um calculo permitiu determinar a taxa de acoplamento do

péptido de férmula (I) na CRM197.

Tipicamente, apds hidrdlise do conjugado entre a CRM197 e
os péptidos de férmula (I), os aminoacidos presente nas
amostras de ensaio sdo separados por cromatografia liquida
de alta pressdo de fase inversa (RP-HPLC). Geralmente, este
instrumento tem uma capacidade de derivatizacdo pré- ou
pbs-coluna e o detetor & um detetor de ultravioleta-visivel
ou fluorescéncia dependendo do método de derivatizacédo
utilizado. E wutilizado um integrador para transformar o

sinal analdgico do detetor e para a quantificacdo de cada

aminodcido. (Amino acid analysis of peptide loading ratios
in conjugate vaccines: a comparison of electrochemical
detection and 6—aminoquinolyl-N-hydroxysuccinimidyl

carbamate pre-column derivatization methods Nahas DD et al
Bioconj Chem 2008 Jan 19(1) 322-6 Epub 2007 dezembro 12). A
quantidade de péptidos de férmula (I) gque estdo ligados a
uma molécula de CRM197 pode ser também medida por analise

de espetrometria de massa.

Uma composicdo de acordo com a invencdo pode estar em

formas ligquidas ou sélidas.

Nalgumas formas de realizacdo, uma composicdo de acordo com
a invencdo consiste de uma suspensdo liquida, quer como um
concentrado de suspensdo liquida ou como uma sSuspensao

liquida pronta para utilizacéo.

Noutras formas de realizacdo, uma composicdo de acordo com

a 1invencdo consiste de um material em particulas sélido
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(isto ¢é, o conjugado), o gqual inclui especialmente um
material liofilizado e tem de ser colocado em contacto com

o adjuvante e outros excipientes antes da injecédo.

Esta invencdo divulga também uma composicdo de vacina
compreendendo um composto imunogénico como definido acima,
ou uma composicdo como definida acima, com um ou mais

velculos farmaceuticamente aceitéveis.

A  formulacdo de tais composicdes imunogénicas € bem
conhecida para o especialista na técnica. As composicdes
imunogénicas da invencdo incluem preferencialmente um
veiculo farmaceuticamente aceitavel. 0Os veiculos e/ou
diluentes farmaceuticamente aceitédveis adegquados incluem

quaisquer e todos o0s solventes, meios de disperséo,

enchimentos, veiculos s6lidos, solucdes aquosas,
revestimentos, agentes antibacterianocs e antiftngicos,
agentes isotdédnicos e de retardamento da absorcéo

convencionais, e semelhantes. Os veiculos farmaceuticamente
aceitédveis adequados incluem, por exemplo, um ou mais de
dgua, soro fisioldbgico, soro fisioldgico tamponado com
fosfato, dextrose, glicerol, etanol e semelhantes, bem como
combinacdes dos mesmos. Os veiculos farmaceuticamente
aceitaveis podem  compreender ainda qguantidades mais
pequenas de substéncias auxiliares tais como humectantes ou
emulsionantes, conservantes ou tampdes, que melhoram a
duracdo de conservacdo ou eficdcia do anticorpo. A
preparacdo e utilizacdo de veiculos farmaceuticamente
aceitaveis sdo bem conhecidas na técnica. Exceto na medida
em qgue qualgquer meio ou agente convencional seja
incompativel com o ingrediente ativo, ¢ considerada a sua
utilizacéo nas composicdes imunogénicas da presente

invencé&o.
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Tais composicdes imunogénicas podem ser administradas por
via parentérica, por exemplo, por 1injecdo, quer por via
subcutdnea ou por via intramuscular, bem como por via oral
ou por via intranasal e outras vias da mucosa. Outros modos
de administracdo wutilizam, por exemplo, sem limitacéo,
formulacdes orais, formulacdes pulmonares, supositdrios e
aplicacgdes transdérmicas. As formulacdes orais incluem, por
exemplo, sem limitacdo, excipientes normalmente utilizados
tais como, por exemplo, purezas farmacéuticas de manitol,
lactose, amido, estearato de magnésio, sacarina sdédica,

celulose, carbonato de magnésio, e semelhantes.

Como se demonstra nos exemplos aqui uma composicdo
compreendendo um composto imunogénico como definido acima
em associacdo com a substidncia imunocadjuvante apropriada e
com o0(s) excipiente(s) farmaceuticamente aceitavel (eis)
apropriado(s) induz, gquando administrada a um individuo, a
producdo de titulos elevados de anticorpos de IgG anti-

péptido 3S.

E importante dizer que os exemplos aqui mostram que os
anticorpos anti-péptido 35S presentes no soro de individuos
imunizados com uma composicdo de acordo com a 1invencéo
inibem a expressdo de NKp44lL na superficie de células T

CD4+ de uma maneira dependente da dose.

Como ¢ conhecido na técnica, a inibicdo da expressdo de
NKp44L na superficie de células T CD4+ origina um efeito
protetor no declinio de <células T CD4+ diminuindo a
ativacdo de células K e a citotoxicidade de células NK para

as células T CD4+ em individuos infetados por VIH.

A presente invencdo divulga também o composto imunogénico
como definido acima, ou a composicdo como definida acima,

para ser utilizado como um medicamento.
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Esta invencdo divulga também o composto imunogénico como
definido acima, ou a composicdo como definida acima, para
ser wutilizado para prevenir e/ou tratar uma condicdo

provocada pela infecdo de um individuo por um virus VIH.

Como aqui wutilizado, a prevencdo ou tratamento de uma
infecdo de um individuo por um virus VIH-1 abrange (i) a
prevencdo ou tratamento de uma doenca ligada a uma infecédo
do referido individuo por um virus VIH-1, incluindo SIDA e

(ii) a prevencdo da progressdo de doenca pelo VIH-1.

Como aqui wutilizado, o termo "infecdo por VIH" abrange
geralmente a infecéo de um hospedeiro animal,
particularmente um hospedeiro humano, pelo virus da
imunodeficiéncia humana de tipo 1 (VIH-1). O "VIH-1" pode
ser aqui utilizado para referir quaisquer estirpes, formas,
subtipos, clades e variantes na familia VIH-1. Assim, o©
tratamento da infecdo por VIH-1 abrangerd o tratamento de
uma pessoa que é um portador de qualquer retrovirus da
familia VIH-1 ou uma pessoa que estd diagnosticada com SIDA
ativa, bem como o tratamento ou profilaxia de condicdes
relacionadas com a SIDA em tais pessoas. Um portador de
VIH-1 pode ser identificado por quaisquer métodos
conhecidos na técnica. Por exemplo, uma pessoa pode ser
identificada como um portador de VIH-1 na base de que a
pessoa é positiva para anticorpos anti-VIH-1, ou é VIH-1-
positiva, ou tem sintomas de SIDA. Isto &, o "tratamento de
infecdo por VIH-1" deve ser entendido como o tratamento de
um doente que estda em qualquer uma das varias fases de
progressdo da infecdo por VIH-1, as guais incluem, por
exemplo, a sindrome de infecdo primadria aguda (a qual pode
ser assintomAtica ou associada a uma doenca semelhante a
gripe com febres, mal-estar, diarreia e sintomas

neuroldgicos tais como dor de cabeca), infecéo
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assintomdtica (a gqual € o periodo assintomdtica prolongado
com um declinio gradual no nUmero de células T CD4+
circulantes) e SIDA (a qual ¢ definida por doencas
definidoras de SIDA mais graves e/ou um declinio na
contagem de células CD4 circulantes para um nivel inferior
aquele gque é compativel com uma funcdo imunoldgica eficaz).
Além disso, o "tratamento ou prevencdo de infecdo por VIH-
1" abrangerd também o tratamento da suspeicdo de infecéo
por VIH-1 apds suspeita de exposicdo no passado ao VIH-1,
por exemplo, por contacto com sangue contaminado por VIH-1,
transfusdo de sangue, troca de fluidos corporais, sexo
"inseguro" com uma pessoa infetada, picada de agulha
acidental, rececdo de uma tatuagem ou acupuntura com
instrumentos contaminados, ou transmissdo do virus de uma

mau para um bebé durante a gravidez, parto ou depois disso.

O termo "tratamento de infecdo por VIH-1" deve ser também
entendido no contexto de terapias antirretrovirais, quer os
doentes sejam completamente sensiveis ou parcialmente
sensiveis a essas terapias em termos de carga viral e/ou

contagem de células T CD4.

O termo "prevencdo de infecdo por VIH-1" pode abranger o
tratamento de uma pessoa que estd isenta de infecdo por
VIH-1 mas que se julga que esteja em risco de infecédo por

VIH-1, mais cedo ou mais tarde.

O termo "tratamento da SIDA"™ significa o tratamento de um
doente que exibe doencas definidoras de SIDA mais graves
e/ou um declinio na contagem de células T CD4+ circulantes
para um nivel inferior aquele que ¢é compativel com uma
funcdo imunoldégica eficaz. O termo "tratamento da SIDA"
abrange também o tratamento de condicdes relacionadas com a
SIDA, o que significa disturbios e doencas incidentais ou

associadas a SIDA ou infecdo por VIH-1 tais como o complexo
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relacionado com a SIDA (ARC), linfadenopatia generalizada
progressiva (PGL), condicdes positivas para anticorpos
anti-VIH, e condicgbes ©positivas para VIH, condicdes
neuroldégicas relacionadas com a SIDA (tais como deméncia ou
paraparesia tropical), sarcoma de Kaposi, trombocitopenia
purplirea e 1infecdes oportunistas associadas tais como
pneumonia por Pneumocystis carinii, tuberculose
Micobacteriana, candidiase esofégica, toxoplasmose do
cérebro, retinite por CMV, encefalopatia relacionada com o

VIH, sindrome de emaciacdo relacionada com o VIH-1, etc.

Assim, o termo "prevencdo da SIDA" como aqui utilizado
significa prevenir num doente que tem uma infecdo por VIH-1
ou se suspeita que tem uma infecdo por VIH-1 ou estd em
risco de infecd&o por VIH-1 o desenvolvimento de SIDA (a
qual ¢é caracterizada por doencas definidoras de SIDA mais
graves e/ou um declinio na contagem de células T CD4+
circulantes para um nivel inferior aquele que é compativel
com  uma funcéo imunoldgica eficaz) e/ou condicdes

relacionadas com a SIDA.

Assim, os termos "prevencdo da progressdo de VIH-1" como
aqgul utilizado significa prevenir num doente que tem uma
infecdo por VIH-1, a diminuicdo da sua contagem de células
T CD4+ e/ou prevenir o aumento da sua carga viral, os dois
principais marcadores ligados a complicacdo da doenga e a

um aumento da gravidade da doenca.

A  invencdo divulga também a utilizacdo do composto
imunogénico como definido acima, ou a composicdo como
definida acima, para preparar uma composicdo de vacina para
prevenir e/ou tratar uma condicdo provocada pela infecdo de

um individuo por um virus VIH.
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A presente invencdo divulga também um método para prevenir
e/ou tratar uma condicdo provocada pela infecdo de um
individuo por um virus VIH, compreendendo um passo de
administracdo, a um individuo necessitado do mesmo, de uma
quantidade eficaz de uma composicdo de vacina como definida

na presente descricéo.

A presente invencdo é ainda ilustrada, sem estar limitada,

pelos exemplos a seguir.

EXEMPLOS

Exemplo 1 : Preparacdo de um composto imunogénico e

determinacdo de algumas das suas propriedades

A. Preparacgdo de compostos imunogénicos

Foram sintetizados o0s seguintes compostos ou conjugados
imunogénicos. Eles foram derivados de KLH e CRM197
utilizando MBS ou SMPB como moléculas de reticulacdo. O
péptido utilizado foi o péptido 3S consistindo da SEQ ID
N°2 com um residuo de cisteina adicional na sua extremidade

amino-terminal ou na sua extremidade carboxi-terminal.

- CRM197-MBS-Nter (Cys) - 3S
- CRM197-SMPB-Nter (Cys) - 3S
- CRM197-SMPB-Cter (Cys) - 3S
- KLH-MBS-Nter (Cys) - 3S

Para maior clareza, o péptido que é designado "Nter (Cys)-

38" acima consiste do péptido 3S de SEQ ID N°5 aqui.

Foram testadas duas unidades de reticulacéo

heterobifuncionais: sulfo-SMPB (Butirato de Sulfo-
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(Succinimidil-4-(p-maleimidofenilo)) e sulfo-MBS (éster
Sulfo- (m-Maleimidobenzoil-N-hidroxissuccinimida)) . Estas
moléculas consistem de uma unidade maleimida ligada por uma
cadeia de polietileno a um éster de N-hidroxissuccinimida
(Cross-linking of ©protein by w-maleimido alkanoyl N-
hydroxysuccinimido esters. Partis M.D e al. Journal of
Protein Chemistry, wvol.2, No 3, 1983). A unidade de
succinimida pode reagir com os grupos amino da proteina.
Uma wvez concluida esta reacdo, a unidade maleimida reage
com  grupos sulfidrilo dos péptidos 3S. Eles tém
comprimentos diferentes, 7,3 A para o sulfo-MBS e 11,6 A
para o sulfo-SMPB. A eliminacdo da unidade de ligacdo e a
troca de tampdo foram realizadas por cromatografia de

exclusdo molecular (SEC).

A reacdo de acoplamento foi uma reacdo de dois passos. O
primeiro passo foi a ativacdo da CRM197 com a unidade de
reticulacdo. Foram adicionados 15 miligramas da unidade de
ligacdo, diluida em dimetilsulféxido, a 20 miligramas de
CRM197 num volume de 5-20 mL de tampdo de conjugacdo (PBS
10 mM pH7-pH7,4) e misturados suavemente durante 30-90 min
a temperatura ambiente (Protective immunogenicity of two
synthetic peptides selected from the amino acid sequence od
Bordetella pertussis toxin subunit S1. Askeldf P. e al.
PNAS, wvo0l.87, p 1347-1351, fevereiro de 1990). Esta reacéo
foi seguida de uma purificacdo da CRM197 ativada por SEC
(coluna PD10 (GE Healthcare, Chalfont St. Giles Reino
Unido) ou coluna Bio-Gel P2 (Biorad Marnes-la-Coquette,
Franca)). Em segundo lugar, a CRM197 ativada e o péptido
derivado de 35 foram misturados durante 30 min - 2 horas a
temperatura ambiente, o0 gque permite o acoplamento covalente
do péptido na CRM197 ativada. A fim de blogquear 0Ss grupos
maleimido por reagir da CRM197 ativada, ¢ adicionado
cisteina-HCl (SIGMA, Missouri, EUA) em excesso a solucédo

apds a reacdo de conjugacdo (A practical approach to
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crosslinking. Mattson G. e al. Molecular Biology Reports
17: 167-183, 1993). Este passo limitou a criacdo de
multimeros. Os imunoconjugados foram em seguida purificados
por cromatografia de exclusdo molecular. Os imunoconjugados
foram analisados wutilizando uma anédlise de aminoacidos

(AAA) para determinar a razdo péptido/CRM197. O CRM197-

péptido 38 foi liofilizado com um lioprotetor
(Lyophilisation and development of solid protein
pharmaceuticals. Wang W. International Journal of

Pharmaceutics 203 (2000) 1-60; Fundamentals of freeze-

drying. Nail S.L e al. Pharm Biotechnol. 2002; 14:281-360).

B. Propriedades destes compostos imunogénicos

Surpreendentemente, todos os imunoconjugados obtidos e que
correspondem ao péptido 3S de SEQ ID N° 2 com a Cys na
extremidade C-terminal, o transportador CRM197 e SMPB ou
MBS como uma unidade de ligacdo, ndo foram soluveis em agua
ou em solugdo de NaCl a 0,9%, mesmo depois de um tempo
longo, com aguecimento ou agitacédo. Como estes
imunoconjugados nao eram adequados para obter uma
substédncia homogénea e reprodutivel, estes compostos né&o

foram testados em animais.

Surpreendentemente, os imunoconjugados utilizando o péptido
35 de SEQ ID N° 2 com a Cys na extremidade N-terminal, o
transportador CRM197 e MBS como uma unidade de ligacdo néo
foram soltveis em &gua ou em solucdo de NaCl a 0,9 %, mesmo
apdés um tempo longo, com agquecimento ou agitacdo. Ainda que
estes imunoconjugados ndo fossem adequados para obter um
composto homogéneo e reprodutivel, estes compostos foram

testados no rato.

Surpreendentemente o) imunoconjugado correspondente ao

péptido 3S de SEQ ID N° 2 com a Cys na extremidade N-
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terminal, o transportador CRM197 e SMPB como uma unidade de

ligacdo foi determinado como sendo espontaneamente soluvel

em Agua ou em solucdo de NaCl a 0,9%. Tais imunoconjugados

foram estudados em mais pormenor.

Exemplo 2: Ensaios comparativos

A. Materiais e Métodos

A.1. 0Os varios compostos imunoconjugados testados

Exemplo 2 foram preparados como divulgado no Exemplo 1.

A.2. As varias composicdes testadas sdo divulgadas

Quadro 1 abaixo.

no

no



Quadro 1

Grupos A B C D K F G i I
N= 10 10 10 10 10 10 10 5 5
Transportador | CRM19T | CRMI9T | CRMIYT CRML97 KIH KLH KI4 - -
Peptido  |3SloNter|3S1eNter| 3SL6Nter | 3SL6Nter |3S16lter| 3SleNter (3Slelter| - -
Unidade de | SMPB MBS SMPB MBS MBS I1BS MBS - -
reticulagdo
Adjuvante |AdJuphos|Adjuphos|Alhydrogel |Alhydrogel| IFA  |Alhydrogel |Adjuphos|Alhydrogel |Adjuphos

0 péptido de SEQ ID N°5 é tambén designado péptido anti-3SLelter,
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- SMPB e MBS foram adquiridos de PIERCE (Illinois, EUA)
ou SIGMA (Missouri, EUA)

- Adjuphos® 2% (gel de fosfato de aluminio) foi
adquirido de Brenntag (Frederikssund, Dinamarca) . O
Adjuphos® foi utilizado a uma concentracdo final de 3 mg/mL
de ides Al®*", concentracdo final essa que ¢é adaptada a
administracdo de 300 pg de ides Al°" por injecdo.

- Alhydrogel® 2% (gel de hidrdéxido de aluminio) foi
adquirido de Brenntag (Frederikssund, Dinamarca) . 0
Alhydrogel® foi wutilizado a uma concentracdo final de
3 mg/mL de 1ides Al%) concentracdo final essa que ¢é
adaptada a administracdo de 300 ng de ides Al*" por
injecéo.

- Adjuvante incompleto de Freund (IFA) foi adquirido de
SIGMA (Missouri, EUA). O IFA foi emulsionado com o composSto
imunoconjugado submetendo a agitacdo em vdértex durante uma
hora uma mistura de 50 pL de IFA com 50 ulL da solucédo

aquosa de imunoconjugado.

A.3. Animais

Os animais foram fémeas BALB/cJ fornecidas por Charles
River Laboratories (Lyon, Franca) que tinham 8 semanas de

idade no dia 0 da experiéncia.

A.4. Método de administracéao

Cada uma das composicdes descritas no Quadro 1 foi injetada
em ratos pela via subcutdnea a uma dose de 40 ng, como
expressa como a quantidade de equivalentes de péptido

antigénico.

Os ratos foram injetados por via subcutdnea com 100 uL de
cada composicdo testada no Dia 0, Dia 14 e Dia 28,

respetivamente.
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O peso de cada um dos ratos foi seguido nos dias 0, 14, 35

e 49, respetivamente.

A.5. Ensaio ELISA

O ensaio ELISA foi concebido para realizar a medicdo de
anticorpos IgG que reconheceriam os péptidos de SEQ ID N°2,

também designados péptidos anti-3S16Nter.

Os titulos de anticorpos de IgG anti-3S1e6Nter foram
determinados por um Ensaio de Imunoabsorcdo Enzimética
(ELISA). Uma mistura de soros de ratazanas vacinadas com 20
ou 50 pg/vacinacdo de equivalentes de péptido 3S16Nter dos
imunoconjugados indicados no Quadro 1 no dia 0, dia 14 e
dia 28 foi wutilizada para normalizar os valores entre

diferentes placas de 96 pocgos.

Sdo testadas oito diluicdes dos soros do dia 49 (desde 1/50
a 1/150, 1/450, 1/1350, 1/4050, 1/12150, 1/36450 e
1/109350). O antigénio revestido mas microplacas Nunc
Maxisorp ¢ um péptido 3S16Nter conjugado com albumina de
soro bovino (BSA) com uma unidade de ligacdo diferente
daquela utilizada na sintese dos imunoconjugados: SMCC (4-
(N-maleimidometil)ciclo-hexano-1l-carboxilato de
succinimidilo) (produzido a partir de Kits de Proteina BSA
Ativada com Maleimida Imject® adguirida de Thermo Fisher
Scientific, Waltham, EUA). Os anticorpos de IgG anti-
3516Nter sdo revelados por uma reacdo colorimétrica
utilizando uma IgG de cabra anti-ratazana (Fc), conjugada
com Peroxidase de Rédbano-silvestre (HRP) (Jackson
Immunoresearch, West Grove, EUA), e o substrato de HRP: a

tetrametilbenzidina (TMB) (Sigma, Missouri, EUA).



53

B. Resultados

Os titulos de IgG de anticorpos anti-3S foram medidos pelo

ensaio ELISA descrito na seccdo de Materiais e Métodos.

Os resultados sédo representados na Figura 1.

Os resultados da Figura 1 mostram gque o0s compostos
imunoconjugados compreendendo KLH como a proteina
transportadora (E, F e G) induzem uma producdo muito baixa
de anticorpos anti-3S, em comparacdo com 0S8 compostos
imunoconjugados compreendendo CRM197 como a proteina
transportadora (A, B, C e D) no Dia 21 (Fig. 1A), Dia 35
(Fig. 1B) e Dia 49 (Fig. 1C), respetivamente.

Os resultados da Figura 1 mostram também que o0s compostos
imunoconjugados obtidos wutilizando MBS (B e D) como O
agente de ligacdo possuem boas propriedades imunogénicas,
apesar de serem pouco utilizadveis, devido a sua aptidéo
para formar suspensdes heterogéneas contendo uma gquantidade
crescente de agregados com o aumento do tempo de
conservacdo. O imunoconjugado presente no composto A e C
apresenta também boas propriedades imunogénicas. Por razdes
de clareza é a partir de agora designado como a "substéancia

farmacolbégica 3S".

Os resultados da Figura 1 mostram também que as composicdes
contendo Adjuphos® como a substédncia imunoadjuvante (A, B)
possuem propriedades imunogénicas da mesma ordem das
composicdes contendo Alhydrogel® como a substancia
imunoadjuvante, apesar do facto de as composicdes com
Adjuphos® tenderem a formar agregados e a consistirem,
desse modo, de um produto final com propriedades de

manuseamento dificeis.
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Exemplo 3: Otimizag¢do da formulagdo do imunoconjugado

A adsorcdo de antigénio aos sais de aluminio é critica para
os efeitos adjuvantes e formulacdo dos antigénios da
vacina, especialmente sais, ¢é um elemento importante da
interacdo potencial entre o aluminio e o antigénio. A
superficie do hidréxido de aluminio ¢é constituida por
grupos hidroxilo coordenados ao aluminio. A carga da
superficie do fosfato aluminio ¢ constituida por grupos
hidroxilo e fosfato. A adsorcdo de proteinas pelo adjuvante
de aluminio é um processo complexo e envolve a contribuicédo
de forcas eletrostéaticas, hidréfobas e outras forcas

atrativas.

O objetivo destes estudos de formulacdo foi obter uma
preparacdo de vacina com um aspeto homogéneo e opalescente,
sem agregados visiveis apds agitacdo suave. O objetivo do
estudo foi obter uma formulacdo que adsorvesse pelo menos
95% da substéncia farmacoldégica 3S nas particulas de

aluminio apdés uma hora de incubacédo.

Nos primeiros estudos exploratdérios, a substédncia
farmacolbégica 3S foi misturada com o adjuvante hidréxido de
aluminio em cloreto de sdédio 135 mM e fosfato de sdédio 0,5

da

e

mM. Foram observados agregados mas quase 100
substédncia farmacoldgica 3S estava adsorvida sobre os sais
de aluminio. Quando foi utilizado fosfato de aluminio, a
mistura originou uma solucdo homogénea mas apenas 80 % da
substancia farmacoldgica 35S estava adsorvida sobre os sais
de aluminio. Foi efetuada uma pré-selecdo de formulacdes.
Foram testados diferentes parametros fisico-quimicos: pH,
concentracido de cloreto de sdédio e concentracido de fosfato.

Foram realizados estudos de adsorcdo em suspensdes contendo

1 mg /mL de ides aluminio. Foram misturados 37,5 ng de
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proteinas (correspondente a 12,5 ug de eqg.pep) com a
suspensdo de adjuvante para produzir um volume final de
0,250 mL utilizando tubos de baixa adsorcdo. Na formulacio
com hidréxido de aluminio o pH foi ajustado a pH7,2 com
anides fosfato. A preparacdo foi misturada suavemente. AS
experiéncias preliminares indicaram que a adsorcdo estava
concluida em poucos minutos. A suspensdo foi centrifugada e
0 sobrenadante transparente analisado em relacéo a
proteina. A concentracdo de antigénio do sobrenadante foi
determinada utilizando microprotocolos do ensaio de
proteina com &cido bicinconinico (Pierce, Rockford, 1IL,
EUA). Foi seguido o procedimento em microplaca. As

absorvadncias foram medidas a 562 nm.

O efeito da adicdo de anides fosfato a formulacdo foi
estudado para evitar agregados. Pode ser possivel otimizar
a carga da superficie do aluminio em relacdo ao antigénio
pré-tratando o) adjuvante com anides fosfato. Este
tratamento pode resultar na adsorcdo de proteinas béasicas
por forcas atrativas eletrostéaticas. Os anides fosfato séo
também incluidos na preparacdo de vacina para controlar o

PH.
Foi também investigado o efeito da forca idénica. A adicédo
de cloreto de sédio para aumentar a forca idnica até 250 mM

melhorou a taxa de adsorcéo.

A utilizar hidréxido de aluminio, o aspeto da formulacédo

foi melhorado pela adicdo de anides fosfato na preparacéo.

Foram obtidas duas formulacdes que originaram

consistentemente um aspeto homogéneo e opalescente:

Formulacdo 1: Fosfato de sdédio 7 mM, Cloreto de soédio 135

mM, hidréxido de aluminio a 1 mg/mL de ides Al’" pH 7
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Formulacdo 2: Fosfato de sdédio 15 mM, Cloreto de sdédio

135 mM, hidréxido de aluminio a 1 mg/mL de ides Al’" pH 7

Ao utilizar fosfato de aluminio, estas formulacdes eram
homogéneas e opalescentes mas a capacidade de adsorcgdo né&o
alcancou o alvo de 95%. Em contraste ao fosfato de
aluminio, anides fosfato adicionais aumentaram a carga de
superficie negativa. Assim, ndo se espera que o tratamento
de fosfato de aluminio com anides fosfato mude o tipo de
proteina, isto é, bésica, que é adsorvida. Noés modificamos
a carga de superficie do adjuvante fosfato de aluminio
diminuindo o pH com um pré-tratamento do adjuvante fosfato
de aluminio com HCIl. Quando o pH da formulacdo adjuvante
foi diminuido para 5,5 foi obtida uma adsorcdo de 100%. A

seguinte formulacdo 3 foi, por conseguinte, selecionada:

Formulacdo 3: cloreto de sdédio 150 mM, fosfato de aluminio

a 1 mg/mL de ides Al°" pH 5,5

As trés formulacdes apresentaram imunogenicidade semelhante
no rato. A formulacdo 1, a 1 mg/mL de ides Al°", fosfato de
sédio 7 mM e Cloreto de sdédio 135 mM, pH 7 foi selecionada,
para limitar o efeito dos anides fosfato na adsorcéao

durante o envelhecimento.

A otimizacdo da formulacdo prosseguiu. As concentracdes de
fosfato de sédio e cloreto de sédio foram mudadas para

obter uma formulacdo aceitdvel de acordo com os dois

critérios: adsorcéao proxima a 100 % e aspetos
homogéneos/opalescentes. Para obter uma preparacéo

isotdédnica, a concentracdo de cloreto de sdédio foi aumentada
até 150 mM. Uma vez gque os anides fosfato podem afetar a
adsorcdo sobre a superficie de hidréxido de aluminio, a

concentracdo foi diminuida até 1 mM na preparacgdo. Foi
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selecionada a formulacdo com hidrdéxido de aluminio a
concentracdo de 1 mg/mL de ides Al°" com fosfato de sédio

1 mM e cloreto de sébdio 150 mM, pH 7,2 (formulacdo 4:

Fosfato de sdédio 1 mM, Cloreto de sdédio 150 mM, hidrdéxido
de aluminio a 1 mg/mL de ides Al°" pH 7,2). Finalmente,
apdés diferentes experiéncias (formulacdo e avaliacdo da
estabilidade), foi escolhido o pH 6,8, compativel com o pH

do adjuvante e da substédncia farmacoldgica 35S (formulacédo

5: Fosfato de sdédio 1 mM, Cloreto de sédio 150 mM,

hidréxido de aluminio a 1 mg/mL de ides Al°" pH 6,8).

A Formulacdo 5 foi selecionada pelas razdes anteriores
(imunogenicidade, boa adsorcdo do imunoconjugado sobre o
hidréxido de aluminio, aspeto opalescente, conformidade
para ser utilizado em humanos - pH - isotonicidade

selecionados para serem utilizados em humanos.

A substéncia farmacoldégica 3S formulada na formulacdo 5 é a

partir de agora denominada "VAC-3S".

Exemplo 4 : Determinacdo das gamas de dose 6timas

Este exemplo descreve a quantidade da substancia
farmacoldédgica 3S que pode ser injetada em humanos, de
acordo com a resposta imunoldgica do referido candidato

substédncia farmacoldgica 35 em ratos e ratazanas.

A. Métodos

Foram realizados dois estudos de determinacdo da gama de
doses no rato BalB/CByJ (Charles River Laboratories, Lyon,
Franca) e no ratazana CD® IGS (Charles River Laboratdrios,
Lyon, Franca) com a substidncia farmacoldgica 3 S ou CRM197-

3516Nter a fim de determinar a dose humana maxima a ser
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utilizada durante o primeiro ensaio em humanos. A
formulacdo testada é em hidrdéxido de aluminio (1 mg/mlL de
ides Al°", cloreto de sbédio 150 mM e fosfato de sédio
3,6 mM. Nas experiéncias descritas, a substéncia
farmacolbégica 3S foi testada com fosfato de sédio 3,6 mM
devido a uma concentracdo demasiado alta de fosfato de
sédio no lote da substédncia farmacoldgica 3S testado. O
produto farmacoldgico, nomeadamente "VAC-3S", ¢é formulado
em fosfato de sdédio 1 mM em vez de fosfato de sédio 3,6 mM.
A adsorcdo da substéncia farmacoldbdgica 3S sobre o hidréxido
de aluminio é equivalente entre o fosfato 1 e 3,6 mM. Além
do mais, uma experiéncia de conexdo de imunogenicidade sera
realizada entre VAC-3S e a substidncia farmacoldgica 38
formulada com fosfato de sdédio 3,6 mM. Nos ensaios
clinicos, o plano de administracdo ¢é trés vacinacdes
separadas de um més. Nos ratos e ratazanas, © mesmo plano
foi realizado com trés vacinacdes mas separadas de catorze
dias. O titulo de IgG anti-3S1eoNter foi medido como a
resposta bioldgica a substéncia farmacoldgica 3S. Sabe-se
que tais anticorpos inibem a interacdo entre o péptido 35 e

seu recetor em células T CD4+ humanas.

B. Determinagdo da gama de doses 6timas em ratos

Seis grupos de 9 ratos vacinados com doses crescentes do
produto farmacoldgico 3S: 0,02, 0,2, 1, 2 e 4 ug de
equivalentes de péptido 3S16Nter da substéncia
farmacolbégica 3S formulada em cloreto de sddio 150 mM,
fosfato de sédio 3,6 m, e 1 mg/mL de hidrdéxido de aluminio
como adjuvante num volume de 0,05 mL. Um grupo de 6 ratos

foi vacinado com o adjuvante sozinho.

As doses de 4, 2 e 1 ng de equivalentes de péptido induzem
titulos de anticorpos de IgG anti-3S16Nter nao

significativamente diferentes.
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Assim, o patamar da vresposta imunoldgica (titulos de
anticorpos de IgG anti-3S1eoNter circulantes) induzida pela
substancia farmacoldgica 3S comeca a um valor compreendido
entre 0,2 e 1 pg de equivalentes de péptido 3S16Nter no
rato, apds trés vacinacdes separadas de duas semanas num
tnico sitio de 0,05 mL de substédncia farmacoldgica 3S

adjuvada.

C. Determinacdo da gama de doses étimas em ratazanas

Cinco grupos de 6 ratazanas foram vacinadas com doses
crescentes do produto farmacoldgico 3S: 0,02, 0,2, 2, 20 e
40 pg de equivalentes de péptido 3SloNter da substancia
farmacolbégica formulado em cloreto de sdédio 150 mM, fosfato
de sbédio 3,6 mM e 1 mg/mL de hidrdéxido de aluminio como
adjuvante num volume de 0,5 mL por vacinacdo. Um grupo de 6

ratazanas ndo foi vacinado como controlo negativo.

Uma vacinacdo com 40 pg de equivalentes de péptido resulta
em titulos de IgG anti-3S16Nter significativa mais altos
(média geométrica=1/5776) do que com 2 pg de egquivalentes
de péptido (média geométrica=1/1413, p=0,03), do gque com
0,2 pg de equivalentes de péptido (média geométrica=1/1736,
p=0,02) e do que com 0,02 pg de equivalentes de péptido
(média geométrica= 1/861, p=0,009).

Uma vacinacdo com 40 pg de equivalentes de péptido resulta
em titulos de anticorpos de IgG anti-3S16Nter néo
significativamente diferentes dagqueles de uma vacinacdo com
20 pg de equivalentes de péptido (médias geométrica: 1/5776
e 1/4284 respetivamente, p=0,70).

Assim, o patamar da resposta imunoldgica (titulos de
anticorpos de IgG anti-3S1eoNter circulantes) induzida pela

substancia farmacoldégica comeca a um valor compreendido
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entre 2 e 20 npg de equivalentes de péptido 3S16Nter na
ratazana, apds trés injecdes separadas de duas semanas de

substancia farmacoldgica 35S adjuvada.

D. Determinagdo da gama de doses 6timas em humanos

A fundamentacdo légica que ndés utilizamos & que a dose de
substéncia farmacoldgica 3S adjuvada necesséidria para obter
o patamar de titulos de anticorpos de IgG anti-3S16Nter no
rato corresponderia a um décimo da dose necessaria para
obter o patamar de titulos de anticorpos de IgG anti-
3516Nter em humanos. Isto significa que o patamar da IgG
anti-S16Nter seria alcancado nos humanos entre 2 (10 vezes
0,2 ng) e 10 pg (10 vezes 1 pg) de equivalentes de péptido
3S16Nter.

Noés consideramos que a dose de substidncia farmacoldgica 38
adjuvada necessaria para obter o patamar de titulos de
anticorpos de IgG anti-3S16Nter na ratazana corresponderia
a mesma dose necessidria para obter o patamar de titulos de

anticorpos de IgG anti-3S16Nter em humanos.

Consequentemente, de acordo com a determinacdo da gama de
doses realizada no rato, poderia esperar-se que O patamar
da resposta imunoldégica em humanos fosse alcancado a uma
dose minima de substdncia farmacoldbégica 335 adjuvada
compreendida entre 2 e 10 npg de equivalentes de péptido

3S16Nter.

De acordo com a determinacdo da gama de doses realizada na
ratazana, poderia esperar-se gque o patamar da resposta
imunoldégica em humanos fosse alcancado a uma dose minima de
substancia farmacoldgica 3S adjuvada compreendida entre 2 e

20 pg de equivalentes de péptido 3S16Nter.
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A dose humana méxima da substédncia farmacoldgica 38
adjuvada a ser injetada em humanos foi fixada em 10 pg de
equivalentes de péptido 3S1leNter por vacinacdo, gquando
formulado em 1 mg/mL de hidréxido de aluminio, cloreto de

sédio 150 mM e tampdo de fosfato de sdédio em 0,5 mL.

Por conseguinte, a dose a ser utilizada em humanos deve
ser, por exemplo, 10 upg de equivalentes de péptido 3S16Nter
por vacinacdo, e pode preferencialmente variar entre 0,1 e

20 ng de equivalentes de péptido 3S loNter por vacinacéo.

Exemplo 5 : Efeito protetor de uma composicdo de vacina.

O objetivo do Exemplo 5 foi testar a aptiddo dos antissoros
de uma ratazana vacinada com a substédncia farmacoldgica 3S
adjuvada para inibir a expressdo de NKp44L na superficie de
células T CD4+ humanas ativadas induzida pelo péptido 385,

nomeadamente o péptido 3S1o6Nter.

As células T CD4+ foram separadas de PBMC humanas e
ativadas durante 3 dias com PHA (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, EUA) em seguida expandidas durante trés dias com
IL-2 recombinante (Novartis, Horsham, Reino Unido). As
células foram colocadas na presenca de péptidos 3S1o6Nter
(Covalab, Villeurbanne, Franca) para induzir a expressédo de

NKp44L na sua superficie.

A expressdo de NKp44L na superficie das células foi medida
utilizando a intensidade de uma revelacdo fluorescente

especifica medida por citofluorometria.

Foi estudada a inibicdo da expressdo de NKp44L pelos

antissoros de ratazanas vacinadas.
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Os antissoros foram testados a diferentes diluicbdes em

triplicado.

A. Materiais e métodos

Células:

As células T CD4+ humanas foram obtidas por separacéio
magnética de uma Dbolsa de residuos de leuco-plaguetas

pedida ao EFS ("Etablissement Francais du Sang").

As células T CD4+ humanas foram separadas da bolsa de

acordo com o seguinte protocolo:

1. A bolsa é distribuida por quatro tubos Falcon de 50 mL:
4 x 15 mL

2. Completar até 50 mL com meio RPMI1640 + glutamax (ref
72400-054, GIBCO, Life Technologies, Carlsbad, EUA)

3. Distribuir o sangue diluido por oito tubos de 50 mL em
15 mL de Ficoll (Ref 17-829E, Eurobio, Les Ulis, Franca))
4. Centrifugar a 2800 rpm durante 20 minutos sem travar a
temperatura ambiente.

5. Colher os anéis de leucdbdcitos e distribui-los por guatro
tubos de 50 mL com um méximo de 25 mL por tubo.

6. Completar o tubo até 50 mL com meio RPMI1640

7. Centrifugar a 2000 rpm, 7 minutos, temperatura ambiente
8. Rejeitar o sobrenadante

9. Juntar os sedimentos e lavar em 50 mL de meio RPMI1640,
centrifugar a 1500 rpm durante 5 minutos a temperatura
ambiente.

10. Contar as células em tripano azul

11. S&o classificadas 400 milhdes de PBMC

12. Lavar as células em 15 mL de tampdo de classificacéo

X

(PBS sem Mg e Ca, 0,5 % de BSA, EDTA 2 mM). A partir desse
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momento, as células sd3o mantidas a 4 °C ou no gelo para
impedir a fagocitose das esférulas magnéticas)

13. Adicionar 10 uL de esférulas magnéticas por 20 x 10°
PBMCs = 200 uL de suspensdo de esférulas magnéticas para
400 milh6es de PBMC (microesférulas MACS CD4, Miltenyi
Biotec, Paris, Franca)

14. Incubar durante 30 minutos a 4 °C

15. Ressuspender as células em 1 mL de tampdo de
classificacéo

16. Colocar duas colunas LS (Miltenyi Biotec, Paris,
Franca) num magnete quadroMACS (Miltenyi Biotec, Paris,
Franca)

17. Equilibrar cada uma das duas colunas LS com 3 mL de
tampdo de classificacéo

18. Passar a suspensdo celular através das colunas (0,5 mL
em cada coluna) por gravidade

19. Lavar duas vezes cada coluna com 5 mL de tampdo de
classificacéo

20. Remover as colunas do magnete

21. Eluir cada coluna duas vezes com 5 mL de tampdo de
classificacdo, a primeira vez por gravidade, a segunda vez
utilizando o pistéo.

22. Lavar as células eluidas da cada coluna em 15 mL de
meio completo (RPMI1640 + glutamax, 10 % de SVF
descomplementado Gibco, Aminodcidos N&do Essenciais 100X
(ref GIBCO, Life Technologies, Carlsbad, EUA),
Antibidtico/antimicdtico (ref 15240-112, GIBCO, Life
Technologies, Carlsbad, EUA).

23. Contar as células em azul acético.

As células T CD4+ humanas foram ativadas e expandidas de

acordo com o seguinte protocolo:

1. 50 milhdes de células T CD4+ foram colocadas em cultura

em 30 mL de meio completo num baldo de 75 cm2 (Ref 353136,
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Falcon, lugar, pais) colocado verticalmente numa incubadora
huimida ventilada a 37 °C, 5% CO,.

2. Adicionar Fito-hemaglutinina (PHA) a concentracdo final
de 1 pg/mL: 1 pL de uma aliquota a 1 mg/mL por mL de meio.
(PHA da Thermo Fisher Scientific, Waltham, EUA)

3. Apbés 3 dias de ativacdo com PHA, adicionar IL-2

(Aldesleukine, lugar, pais) a 100 UI/mL.

Durante a ativacdo com PHA e expansdo com IL-2, metade do

meio é mudado sempre que se torna ligeiramente amarelo.

Itens de ensaio

Foram testados soros de uma ratazana (Rattus norvegicus)
Crl/CD(SD): Este animal foi vacinado com 2 upg de 3S16Nter
eq.pep./vacinacdo de substdncia farmacoldgica 3S adjuvada
com hidréxido de aluminio no dia 0, dia 14 e dia 28. O seu

soro no dia 49 foi positivo para anticorpos anti-3S16Nter

Como um controlo negativo, foi testado um soro pré-

imunoldgico da ratazana 482.

Controlos

Controlo positivo: O antissoro do coelho New Zealand
(Oryctolagus cuniculus) da Charles River Laboratories,
Lyon, Franca colhido no dia 49 foi utilizado como controlo
positivo & diluicdo de 1/50. Este coelho foi vacinado no
dia 0, dia 14 e dia 28 com um imunoconjugado CRM197-
(3516Nter) adjuvado com hidréxido de aluminio, € O seu sSoro

no dia 49 foi positivo para IgG anti-3S16Nter.

Controlo negativo: O antissoro de um coelho wvacinado com
uma vacina ndo relevante foi utilizado como um controlo

negativo a diluicdo de 1/50
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numero de identificacdo dos pocos dos controlos

da experiéncia

Os controlos

foram

péptidos 3S16Nter.

tubos sdo indicados no quadro 2 abaixo.

testados

em duplicado

sem ou

com

O nuUmero de identificacdo dos pocos e

Sem |[|Sem [Controlo [Controlo [Controlo |Controlo
soro |soro |(-) (=) (+) (+)
Sem 4 5 8 9 12 13
3S16Nter
Com 6 7 10 11 14 15
3S16Nter
Uma vez que ndo ¢é conhecido o estado de ativacédo das
células T CD4+ qgue permitem a expressdo de NKp44lL em
resposta a exposicdo aos péptidos 3S16Nter in vitro, todos
os controlos tém de ser validados.
A fim de wvalidar a experiéncia, a NKp44dlL tem de ser
expressa na superficie das células dos pocos 6, 7, 10 e 11

e ndo pode ser expressa na superficie das células dos pocos

4, 5, 8, 9,

Protocolo

1. Os soros a testar foram testados em triplicado,

12,

13,

14 e 15.

2. 20 pL de uma diluicdo de 1/40 de uma solucdo do péptido

3S16Nter a 2 mg/mL
RPMI1640 completo.

Assim,

25 pL de IVV-B1l22 + 975 pL de meio

uma concentracdo final de 5 pg/mlL,

08 péptidos 3S16Nter estavam a

3. 180 ulL da suspensdo celular de células T CD4+ de um

balao.
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Para a diluicdo de 1/50 dos soros, adicionar 4 pL dos soros

por poco.

Para a diluicdo de 1/100 dos soros, adicionar 8 pL de uma

diluicdo de 1/4 dos soros.

Para a diluicdo de 1/400 dos soros, adicionar 8 pL de uma

diluicdo de 1/16 dos soros.

Para a diluicdo de 1/1600 dos soros, adicionar 8 pL de uma

diluicdo de 1/64 dos soros.

Quadro 3 : nUmero de identificacdo dos pocos dos soros de

ratazana

Os soros de ratazana foram testados em triplicado na
presenca de péptidos 3S16Nter. O numero de identificacéo

dos pocos e tubos sdo indicados no quadro 3

Soro 482 R122 R122 R122 R122
dia 0 dia 48 dia 48 dia 48 dia 48

Diluicgéo 1/50 1/50 1/100 1/400 1/1600

Com 31 34 37 40 43

3S16Nter

Com 32 35 38 41 44

3S16Nter

Com 33 36 39 42 45

3S516Nter

Sdo wutilizados 3 pocos como controlos para as andlises

citofluorométricas.
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Quadro 4 : numero de identificacdo dos pocos de controlo de

citofluorometria

No poco 1, as células ndo foram reveladas ; no poco 2, as
células foram colocadas na presenca do anticorpo anti-IgM-
PE sozinho para avaliar o fundo ; no poco 3, as células

foram reveladas com anti-CD4-APC sozinho.

Anticorpo N&o reveladas Anti-IgM PE Anti-CD4-APC
sozinho sozinho
Com 3S16Nter 1 2 3

4. A microplaca ¢ incubada durante 4 horas na incubadora de
células (37 °C, atmosfera humida, 5 % de CO02).

5. Centrifugar a microplaca durante 5 min a 400g.

6. Eliminar o sobrenadante

7. Adicionar 10 pL/poco da IgM anti-NKp44L muridea 7,1 + 30
pL/poco de PBS, 0,5 % de BSA (500 pupL de solucdo de
anticorpo + 1500 pL de PBS, BSA 0,5 %)

8. Incubar durante 1 hora a 4 °C.

9. Adicionar 150 pL/poco de PBS, BSA 0,5 %.

10. Centrifugar a microplaca durante 5 minutos a 400g.

11. Eliminar o sobrenadante

12. Adicionar 50 upL/poco de uma diluicdo de 1/25 em PBS,

\C

0,5 % de BSA do anticorpo secundério anti-IgM de rato-PE.
13. Incubar durante 30 minutos a 4 °C.

14. Adicionar 150 pL/poco de PBS, BSA 0,5 %.

15. Centrifugar a microplaca durante 5 minutos a 400g.

16. Adicionar 50 pL de uma diluicdo de 1/25 em PBS, 0,5 %
de BSA do anticorpo anti-CD4 humano-APC.

17. Transferir as suspensdes celulares para tubos de FACS.
18. Incubar durante 15 minutos a temperatura ambiente.

19. Adicionar 2 mL de PBS 1X por tubo

20. Centrifugar durante 5 minutos a 400g

21. Adicionar 300 pL de PBS 1X
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22. Adquirir os tubos no citofluordmetro

Instrumento SN: AN52257 Versdo de software: Gallios

O nuUmero a negrito corresponde ao numero de identificacéo

do poco.

Os dados sdo analisados no dia da anadlise no software

Gallios e impressos.

Os resultados indicam a fluorescéncia média X do marcador

PE das células

- Focado nas células T CD4+ num grafico de pontos de
intensidade APC/Intensidade do Lado da Frente
- Focado nos linfécitos num grafico de pontos de

intensidade SSC/Intensidade do Lado da Frente.

Este valor médio X representa a densidade de marcadores

NKp44L na superficie de células T CD4+.

B. RESULTADOS

Quadro 5
Numero de Soro Diluic&o|3S16Nter| Fluorescéncia
identificagédo do pogo média X PE
(ver quadro 2 & 3)
1 Nenhum NA + NA
2 Nenhum NA + NA
3 Nenhum NA + 0,4
4 Nenhum NA - 1,1
5 Nenhum NA - 1,1
o Nenhum NA + 59,6
7 Nenhum NA + 04,7
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Numero de
identificagédo do pogo

(ver quadro 2 & 3)

Soro

Diluicé&o

3S16Nter

Fluorescéncia

média X PE

8

Ig anti-
3S16Nter de
coelho

Negativo

1/50

0,7

Ig anti-
3S16Nter de
coelho

Negativo

1/50

10

Ig anti-
3S16Nter de
coelho

Negativo

1/50

65,1

11

Ig anti-
3S16Nter de
coelho

Negativo

1/50

61,3

12

IgG anti-
3S16Nter de
coelho

Positivo

1/50

13

IgG anti-
3S16Nter de
coelho

Positivo

1/50

14

IgG anti-
3S16Nter de
coelho

Positivo

1/50

15

IgG anti-
3S16Nter de
coelho

Positivo

1/50

31

482-d0

1/50

56,7

32

482-d0

1/50

58,6

33

482-d0

1/50

45,0

34

R122-d49

1/50
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Numero de Soro Diluic&o|3S1l6Nter| Fluorescéncia
identificagédo do pogo média X PE
(ver quadro 2 & 3)
35 R122-d49 1/50 + 0,7
36 R122-d49 1/50 + 0,7
37 R122-d49 1/100 + 8,7
38 R122-d49 1/100 + 13,6
39 R122-d49 1/100 + 19,9
40 R122-d49 1/400 + 57,7
41 R122-d49 1/400 + 53,5
42 R122-d49 1/400 + 27,3
43 R122-d49 1/1600 + 56,4
44 R122-d49 1/1600 + 49,4
45 R122-d49 1/1600 + 56,0

A Figura 4 representa a fluorescéncia média PE de pocos de

controlo.

Os resultados obtidos mostram que:

- Nos pocos sem soro, sem péptidos 3S16Nter, as células
T CD4+ ativadas ndo expressam NKp44L.

- Nos pocos sem soro, na presenca de péptidos 3S1oNter,
as células T CD4+ ativadas expressam NKp44L a um nivel
médio de 62.

- Nos pocos com soro negativo para anticorpos anti-
3S16Nter de coelho a diluicdo de 1/50, sem péptidos
3S16Nter, as células T CD4+ ativadas ndo expressam NKp44L.
- Nos pocos com Soro negativo para anticorpos anti-
3S16Nter de coelho a diluicdo de 1/50, na presenca de
péptidos 3S16Nter, as células T CD4+ ativadas expressam
NKp44L a um nivel médio de 63.

- Nos pocos com soro positivo para anticorpos anti-
3S16Nter de coelho a diluicdo de 1/50, com ou sem péptidos
3S16Nter, as células T CD4+ ativadas ndo expressam NKp44L.
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Estes resultados mostram que as células T CD4+ ativadas in

vitro utilizadas nesta experiéncia

- ndo expressam espontaneamente NKp44lL a sua superficie,
- foram capazes de expressar NKp44l na sua superficie em
resposta a um exposicdo aos péptidos 3S16Nter,

- que esta expressdo ndo foi induzida nem inibida por um
antissoro ndo relevante,

- que a superficie de NKp44l foi totalmente inibida por

um soro positivo para IgG anti-3S16Nter

Além disso, a Figura 5 representa os resultados da

fluorescéncia média X dos pocgos de itens de ensaio.

Os resultados obtidos mostram que:

Nos pocos com soros negativos para anticorpos anti-3S16Nter
de ratazana a diluicdo de 1/50, na presenca de péptidos
3S16Nter, as células T CD4+ ativadas expressam NKp44lL a um

nivel médio de fluorescéncia de 53.

> NoOs PpogosS com Soros positivos para anticorpos anti-
3S16Nter de ratazana a diluicdo de 1/50, na presenca de
péptidos 3S16Nter, a expressdo na superficie de NKp44l em

células T CD4+ ativadas foli totalmente inibida.

> Nos Ppogcos com 8SOoros positivos para anticorpos anti-
3S16Nter de ratazana a diluicdo de 1/100, na presenca de
péptidos 3S16Nter, as células T CD4+ ativadas expressam

NKp44L a um nivel médio de fluorescéncia de 14.

> Nos PpogosS com Soros positivos para anticorpos anti-

3S16Nter de ratazana as diluicdes de 1/400 e 1/1600, na
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presenca de péptidos 3S16Nter, a expressdo na superficie de

NKp44L em células T CD4+ ativadas ndo foi inibida.

Para resumir o Exemplo 5, os resultados obtidos mostram
que, num modelo celular humano in vitro de linfdécitos T
CD4+ ativados, os antissoros de uma ratazana vacinada com a
substancia farmacoldégica 3S adjuvada com Alhydrogel inibiu
altamente a expressdo de NKp44L na superficie dos
linfécitos T CD4+ de uma maneira dependente da dose. Isto
reflete a aptiddo destas preparacdes de vacina para induzir
anticorpos que podem bloquear funcionalmente o efeito do

péptido 35S na expressdo de NKp44L em linfécitos T CD4+.

Exemplo 6: Preparagdo de composigdes injetaveis e método de

administragdo para uso humano

Preparacdo de vacina:

A VAC-3 S é uma suspenséao estéril para injecéo
intramuscular que contém a substédncia farmacoldgica 3S
adsorvida sobre hidrdéxido de aluminio em soro fisioldgico
isoténico tamponado. O fabrico da VAC-3S foi realizado em
conformidade com as GMP.

Para obter a VAC-33, a substdncia farmacoldgica 35 ¢&
formulada a concentracdo de 0,02 mg/mL de equivalentes de
péptido 3S16Nter em 0,5 mL com hidréxido de aluminio
(1 mg/mL de ides A1°") fornecido pela Brenntag (Alhydrogel
85 2%-Ph Eur), cloreto de sédio 150 mM (Farmacopeia
Europeia) e fosfato de sdédio 1 mM (Farmacopeia Europeia).
Para a formulacdo da vacina s&do utilizados produtos para
injetaveis. O pH final ¢é de 6,8. A VAC-3S ndo contém

qualguer conservante.
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Injecdes:

Apds agitacdo, a vacina €& uma suspensdo homogénea branca
pronta para ser utilizada. A vacina poderia ser injetada
por via intramuscular no deltoide. Uma seringa estéril com
agulha estéril é utilizada para injecdo. Os doentes devem
receber 3 doses de 0,5 mL cada, com um intervalo de 4

semanas entre vacinacdes.

Exemplo 7 : Preparacgdo de um composto imunogénico.

A. Preparagdo de compostos imunogénicos

Sintetizou-se o seguinte composto ou conjugado imunogénico.
Este foi derivado de CRM197 utilizando SMPB como molécula
de reticulacdo (como se mostra no exemplo 1). O péptido
utilizado foi um péptido 385 mutado (m3S) consistindo de SEQ
ID N°6 (NH,-PWNASASNKSLDDIW-COOH) com um residuo adicional
de cisteina na sua extremidade amino-terminal para permitir
o acoplamento quimico da unidade de reticulacdo que leva ao

CRM197-SMPB-Nter (Cys) -m353

Para maior clareza, o péptido que é designado "Nter (Cys)-

m3S" acima consiste do péptido 3S de SEQ ID N°7 aqui.

Foi utilizada a unidade de reticulacdo heterobifuncional
sulfo-SMPB (Butirato de Sulfo-(Succinimidil-4- (p-
maleimidofenilo)). Estas moléculas consistem de uma unidade
maleimida ligada por uma cadeia de polietileno a um éster
de N-hidroxissuccinimida (Cross-linking of protein by w-
maleimido alkanoyl N-hydroxysuccinimido esters. Partis M.D
e al. Journal of Protein Chemistry, vol.2, No 3, 1983). A
unidade de succinimida pode reagir com oS grupos amino da

proteina. Uma vez <concluida esta reacdo, a unidade
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maleimida reage com grupos sulfidrilo dos péptidos 3S. Eles
tém comprimentos diferentes, 7,3 A para a sulfo-MBS e
11,6 A para a sulfo-SMPB. A eliminacdo da unidade de
ligacdo e a troca de tampdo foram realizadas ©por

cromatografia de exclusdo molecular (SEC).

A reacdo de acoplamento foi uma reacdo de dois passos. O
primeiro passo foi a ativacdo da CRM197 com a unidade de
reticulacdo. Foram adicionados 15 miligramas da unidade de
ligacdo, diluida em dimetilsulféxido a 20 miligramas de
CRM197 num volume de 5-20 mL de tampdo de conjugacdo (PBS
10 mM pH7-pH7,4) e misturados suavemente durante 30-90 min
a temperatura ambiente (Protective immunogenicity of two
synthetic peptides selected from the amino acid sequence of
Bordetella pertussis toxin subunit S1. Askelof P. e al.
PNAS, vol.87, pp 1347-1351, fevereiro de 1990). Esta reacéo
foi seguida de uma purificacdo da CRM197 ativada por SEC
(coluna PD10 (GE Healthcare, Chalfont St. Giles Reino
Unido) ou coluna Bio-Gel P2 (Biorad Marnes-la-Coquette,
Franca)). Em segundo lugar, a CRM197 ativada e o péptido
derivado de 35 foram misturados durante 30 min - 2 horas a
temperatura ambiente para permitir o acoplamento covalente
do péptido na CRM197 ativada. Para Dbloguear o0s grupos
maleimido por reagir da CRM197 ativada, ¢ adicionado
cisteina-HCl (SIGMA, Missouri, EUA) em excesso a solucéado
apds a reacdo de conjugacdo (A practical approach to
crosslinking. Mattson G. and al. Molecular Biology Reports
17: 167-183, 1993). Este passo limitou a <criacdo de
multimeros. 0Os imunoconjugados foram em seguida purificados
por cromatografia de exclusdo molecular. Os imunoconjugados
foram analisados wutilizando uma anédlise de aminoacidos

(AAA) para determinar a razdo de péptido/CRM197.

B. Propriedades destes compostos imunogénicos
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0O imunoconjugado obtido e correspondente ao péptido m3S de
SEQ ID N° 7 que compreende um residuo de Cys na extremidade
N-terminal, o transportador CRM197 e SMPB como uma unidade
de ligacédo foi determinado ser espontaneamente soltivel em
dgua ou em solucdo de NaCl a 0,9%. A imunogenicidade de
tais imunoconjugados foi adicionalmente estudada no exemplo

10 abaixo.

Exemplo 8 : Imunogenicidade do composto imunogénico do

Exemplo 9

A. Materiais e Métodos

A.l1. Os compostos imunoconjugados testados no Exemplo 10

foram preparados como divulgado no Exemplo 9.

Foi formulado como descrito no exemplo 3. Para esse efeito,
utilizou-se Alhydrogel® 2% (gel de hidrdéxido de aluminio)
como um adjuvante e adquirido de Brenntag (Frederikssund,
Dinamarca). O Alhydrogel® foi utilizado a uma concentracédo
final de 1 mg/mL de ides Al%y concentracdo final essa que
¢ adaptada & administracdo de 50 npg de ides Al°" por

injecédo.

A.2. Animais

Os animais foram fémeas BALB/cByJ fornecidas pelo Charles
River Laboratories (Lyon, Franca), as quais tinham 8
semanas de idade no dia 0 da experiéncia.

A.3. Método de administracédo

A preparacdo de vacina descrita no exemplo 5 foi injetada

em ratos pela via intramuscular a uma dose de 2 pg, como
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expressa como a quantidade de equivalentes de péptido

antigénico.

Os ratos foram injetados por via intramuscular com 50 pL de
cada composicédo testada no Dia 0, Dia 14 , Dia 28 e Dia 169

e Dia 212, respetivamente.

A.5. Ensaio ELISA

O ensaio ELISA foi concebido para realizar a medicdo de
anticorpos de IgG que reconheceriam os péptidos de SEQ ID

N°6, também designados anticorpos anti-péptido m3S.

Os titulos de anticorpos de IgG anti-m3S foram determinados

por um Ensaio de Imunoabsorcdo Enzimética (ELISA).

Foram testadas oito diluicdes dos soros do dia 169, Dia 204
e Dia 260 (1/3000, 1/6000, 1/12000, 1/24000, 1/48000,
1/96000, 1/192000 e 1/384000). O antigénio revestido nas
microplacas Nunc Maxisorp é um péptido m3S conjugado com
albumina de soro bovino (BSA) com uma unidade de ligacédo
diferente daquela utilizada para a sintese do
imunoconjugado s: SMCC (4- (N-maleimidometil)ciclo-hexano-1-
carboxilato de succinimidilo) (produzido a partir de Kits
de Proteina BSA Ativada por Maleimida Imject® adquirida de
Thermo Fisher Scientific, Waltham, EUA). Os anticorpos de
IgG anti-m3S s&o revelados por uma reacdo colorimétrica
utilizando uma IgG de cabra anti-rato (Fc), conjugada com
Peroxidase de Rébano-silvestre (HRP) (Jackson
Immunoresearch, West Grove, EUA) e o substrato da HRP: a

tetrametilbenzidina (TMB) (Sigma, Missouri, EUA).

B. Resultados
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Os titulos de IgG dos anticorpos anti-3S foram medidos pelo

ensaio ELISA descrito na seccdo de Materiais e Métodos.

Os resultados s&o representados na Figura 6.

Os resultados da Figura 6 mostram que o composto
imunoconjugado compreendendo CRM197 como a proteina
transportadora induz uma producdo elevada de anticorpos
anti-m3S no Dia 169 apds 3 vacinacdes no dia 0, dia 14 e
dia 28.

Os resultados da Figura 6 mostram gque © composto
imunoconjugado que compreende CRM197 como a proteina
transportadora induz uma producdo elevada de anticorpos
anti-m3S no Dia 260 apds 4 vacinacdes no dia 0, dia 14 e
dia 28 e dia 169.

Quadro 7
SEQ ID |Tipo Descrigao
1 Péptido |Porcdo central do péptido de férmula (I)
2 Péptido |Porcdo central do péptido de férmula (ITa)
3 Péptido |Péptido Nt
4 Péptido |Péptido Ct
5 Péptido |Cys (Nter) 3S
o Péptido |Porcdo central do péptido de férmula (IIb)
7 Péptido |Cys (Nter) m3S
8 Péptido |CRM197
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<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
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<223>

78

DE SEQUENCIAS

INNAVIRVAX

Composicédo de vacina

PR93714

PatentIn versdo 3.5

1
15
PRT

sequéncia artificial

péptido

CARACTERTSTICA_MISTA
(4) .. (4)

Xaa significa Alanina, Treonina, Serina ou Asparagina

CARACTERISTICA MISTA
(6)..(6)

Xaa significa Triptofano ou Alanina

CARACTERISTICA MISTA
(9) .. (9)

Xaa significa Lisina ou Arginina



<220>
<221> CARACTERTSTICA_MISTA
<222> (10)..(10)

<223> Xaa significa Serina ou Treonina

<220>
<221> CARACTERTSTICA_MISTA
<222> (11)..(11)

<223> Xaa significa Leucina, Tirosina ou Glutamina

<220>
<221> CARACTERTSTICA_MISTA
<222> (12)..(12)

79

<223> Xaa significa Acido aspartico, Asparagina, Acido

glutdmico, Serina, Glicina ou Lisina

<220>

<221> CARACTERTSTICA_MISTA

<222> (13)..(13)

<223> Xaa significa Acido aspartico, Glutamina,

Alanina, Lisina ou Acido glutémico

<400> 1

Pro Trp Asn Xaa Ser Xaa Ser Asn Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Ile Trp
1 5 10 15
<211> 15

<212> PRT

<213> sequéncia artificial

<220>
<223> péptido

<400> 2

Pro Trp Asn Ala Ser Trp Ser Asn Lys Ser Leu Asp Asp Ile Trp
1 5 10 15

Leucina,



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

3
5
PRT

sequéncia artificial

péptido

CARACTERISTICA MISTA
(2) .. (2)

Xaa significa Treonina ou Prolina

CARACTERISTICA MISTA
(4) .. (4)

Xaa significa Alanina,

3

Cys Xaa Thr Xaa Val

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>

5

4
5
PRT

sequéncia artificial

péptido

CARACTERiSTICA_MISTA
(1) ..(1)

Treonina ou Asparagina

80
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<223> Xaa significa Acido aspértico, Glutamina, Acido

glutdmico ou Asparagina

<220>
<221> CARACTERiSTICA_MISTA
<222> (2)..(2)

<223> Xaa significa Asparagina, Histidina, Serina ou Lisina

<400> 4

Xaa Xaa Met Thr Trp
1 5

<210> 5
<211> 16
<212> PRT

<213> sequéncia artificial

<220>
<223> péptido

<400> b

Cys Pro Trp Asn Ala Ser Trp Ser Asn Lys Ser Leu Asp Asp Ile Trp
1 5 10 15

<210> 6
<211> 15
<212> PRT

<213> sequéncia artificial

<220>
<223> péptido

<400> 6

Pro Trp Asn Ala Ser Ala Ser Asn Lys Ser Leu Asp Asp Ile Trp
1 5 10 15



<210> 7

<211> 16
<212>
<213>

PRT

<220>

<223> péptido

<400> 7

sequéncia artificial

Cys Pro Trp Asn Ala Ser Ala Ser Asn Lys Ser Leu Asp Asp Ile Trp

1 5

<210> 8

<211> 535
<212> PRT
<213>

<400> 8
Gly Ala Asp Asp Val
1 5

Phe Ser Ser Tyr His
20

Lys Gly Ile Gln Lys
35

Asp Trp Lys Glu Phe
S0

Tyr Ser Val Asp Asn
65

10

Corynebacterium diphtheriae

Val Asp Ser Ser Lys
10

Gly Thr Lys Pro Gly
25

Pro Lys Ser Gly Thr
40

Tyr Sexr Thr Asp Asn
55

Glu Asn Pro Leu Ser
70

‘ 15

Ser Phe Val Met Glu Asn
i5

Tyr Val Asp Ser Ile Gln
30

Gln Gly Asn Tyr Asp Asp
45

Lys Tyr Asp Ala Ala Gly
60

Gly Lys Ala Gly Gly Vval
75 80

82



Val

Asp

Fro

Ser §

145

Val

Ala

Ary

Ile

Pro

225

Eeh 8t

Bis

Phye

Iie

Bex
305

Val

Lys

Leu

Glu

Mot

Arg:

210

Tie

Lys

Pre

Ala

Asp

290

His

val

Met

A1B

- Bla

Tye

“yal
185

Agp

Lys

Ala

Gluw

Sly

275

Lew

His

Sly
100
Gly

Ser

Gliu

Glu

Glu

180

Gly

Lys

Asn

T
260

Ala

Glu

Pro

Asn

Tyx
85

The

Gin:

arg

Ty

Ils.

165

sr;x:-

Bar

Thr

Lys

Gin:

245

Ser

B8

Ry

aly

Thie

325

Pro

Ile

Val

yal

Ile

150

Asn

Bexr

Lysz

Met:

230

Gla

Ty

Als

Ile
310

Tl

Giy

Lys

Gly

Val

135

Asn

Phe

Ala

et

Thr
215

Sear

e

Tew

Ala

298

61y

Glw

Tew
Lys
Thr
12¢

Lot

Aan

Gln:

Sex
200

Isgs‘

Sla

Glu

Lys

Ala.

280

Asr.

Ber

Ile

Thx

Glu

105

Siu

Ser

Trp

Als
185

i;ys.

Tie

Ber

Gla

The

285

Trp

Teew

val

val

Lys

80

Leu

Glu

T

Glu

1’7&

Ile

Glu

Pro

Phe
250

Val

ala

Glu

Met

Ala

330

val

Gly

Phe

Bro

Gin
i

Bly

Ala

Asn

Ser

Aan

235

His

The &

Yal

Liys

Gly

315

Gln

Leu

Leu

Ile

Phe

140

Ala

Lys

ot

Sy

Leu

Leu
220

Tyw

Sin

Asn

Thir

300

Ile

Ser

Ala

Beox

Ty

125

Ala

Isysf

Asn:

Asp

205

Lys:

Thar

Thr

Thy:

Yal.

285

The

Ala

Ile

Lau
110

Bla

Ala

Bly

Acg
180

Trp

Glu H

Val

Ala

AXsy

270

Ala

Ala

Asp

Ala

L¥s

25

The

Fhe

Gly

Teu

geaked
175

Val

Asp:

His

Ser

Lau.

258

Pro

Gin

ala

Gy

Teu

335

val

Blv

Gly

sar

160

Agp

hrg

Val

Gly

Glu

240

Glu

Val

val

Leu

ala

320:

Sex

83



Sex Leu
Ile Gly
Gln. Val.
370
Lys Thr
385
Val &lua
Asp Ile
len Leu.
Hies Ile
450
Asp(ﬁ&
465
Bgn Gy
Giu Lys
Gly Tyx i
Tan Phe

530

Lisboa,

Bhe

355

Val

Gln

Bsp

Prw
438

Sexr

Asp

Val

Iis

515

Phe

- Val

ala

His

Pro

Sex

I1e
420

The

Yal

Val

Hig

His

500

Lys

Blu

ALy

Ala

Asn

Phe

Ile
405

Thr

Iie

Ala
485

Sar .

Thy

Ile

Gin

Ty

Teu

3380

Ile

Ala

Pro

- Gly

Phe
470

&sn

val

Lys

Als

Asn

- Tyr

35

His

Brg

Glu

Gly

Arg
455

Cys

Teu

n Glu

Asp

Ser

538

1le

Phe

360

Hen

asp

Thi

Asn

Lys

Lys

Arg

His

Ile

His
520

Pro

345

val

Arg

Gly

Gly

The
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Tsew

Ile

Pro

¥ai

Ser
308

The

Lew

Glu

Pro

Tyr

Phe
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Ero
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Ser Pro
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REIVINDICACOES

1. Composto imunogénico que compreende um  péptido
selecionado do grupo consistindo das férmulas (VIa) e

(VIb) seguintes:

NH,- (Al),-SEQ ID N°2-(A2),-COOH (VIia),

NH,- (A1) ,=SEQ ID N°6-(A2),-COOH (VIb),

em que:

- m é& um numero inteiro que significa 0 ou 1,
- n é& um numero inteiro que significa 0 ou 1,
- Al é um residuo de aminoécido, e

- A2 é um residuo de aminoacido,

péptido de férmula (VIa) ou (VIb) esse que estd ligado
covalentemente a uma proteina transportadora

consistindo de uma proteina CRM197.

2. Composto imunogénico de acordo com a reivindicacédo 1,
o qual é selecionado do grupo consistindo de SEQ 1ID

N°5 e SEQ ID N° 7.

3. Composto imunogénico de acordo com gualquer uma das
reivindicacdes 1 a 2, o) qual estéd ligado
covalentemente a proteina CRM197 pelo residuo de

aminodcido da sua extremidade N-terminal.

4. Composto imunogénico de acordo com gualquer uma das
reivindicacdes 1 a 3, o qual esté ligado
covalentemente a proteina CRM197 através de uma

unidade de ligacéo.



10.

. Composto imunogénico de acordo com a reivindicacédo 4,

em gque a referida unidade de ligacdo ¢ o produto da
reacdo de um agente de ligacdo qgue tem dois grupos
reativos com a CRM197 e um péptido de fdérmula (VIa) ou

(VIb) .

. Composto imunogénico de acordo com a reivindicacdo 5,

em que a referida unidade de ligacdo consiste de 4-[p-
maleimidofenil]butirato de succimidilo (SMPB) e sulfo-

SMPB.

. Composicdo compreendendo um composto imunogénico de

acordo com qualgquer uma das reivindicacgdes 1 a 6 em
associacéo com uma ou mais substéncias

imunoadjuvantes.

. Composicdo de acordo com a reivindicacdo 7, a qual é

adaptada para formar um composicdo de vacina pronta
para utilizacdo compreendendo uma quantidade do
referido composto imunogénico que vai desde 0,01 ng a
200 upg por unidade de dosagem como expressa em
equivalentes de péptido antigénico, preferencialmente
desde 0,05 pg a 50 pg por unidade de dosagem, e muito
preferencialmente desde 0,1 pg a 20 pg por unidade de

dosagem.

. Composicéao de acordo com qualquer uma das

reivindicacdes 7 e 8, em que a referida substéncia
imunoadjuvante consiste de hidrdéxido de aluminio

(A1 (CH)2) .

Composicdo de acordo com a reivindicacdo 9, a
qual ¢é adaptada para formar uma composicdo de vacina

pronta para utilizacdo compreendendo uma concentracdo



11.

12.

13.

14.

15.

final de hidréxido de aluminio gque vail desde 0,1 mg/mL
a 5 mg/mL, preferencialmente desde 0,05 mg/mL a
2 mg/mL, e ¢ muito preferencialmente de 1 mg/mL, como

expressa como teor de ides Al°'.

Composicdo de acordo com qualguer uma das
reivindicacées 8 a 10, a qual ¢é adaptada para formar
uma composicdo de vacina pronta para utilizacéo
compreendendo uma concentracdo final de 0,1 mM a 50 mM
de fosfato de sédio, preferencialmente 0,5 mM a 15 mM
de fosfato de sdédio e muito preferencialmente 1 mM de

fosfato de sdédio.

Composicdo de acordo com gqualquer uma das
reivindicacdes 8 a 11, a qual estd numa forma liquida
ou numa forma s6lida, incluindo numa forma

liofilizada.

Composicdo de wvacina compreendendo um composto
imunogénico de acordo com qualqguer uma das
reivindicacdes 1 a 6, ou uma composicdo de acordo com
qualquer uma das reivindicacdes 7 a 12, com um ou mais

veiculos farmaceuticamente aceitéveis.

Composto de acordo com qualqgquer uma das
reivindicagcdes 1 a 6, ou a composicdo de acordo com
qualquer uma das reivindicagcdes 7 a 12, ou a
composicdo de vacina de acordo com a reivindicacédo 13,

para ser utilizado como um medicamento.

Composto imunogénico de acordo com qualquer uma
das reivindicacdes 1 a 6, ou a composicdo de acordo
com qualgquer uma das reivindicag®es 7 a 12, ou a
composicdo de vacina de acordo com a reivindicacédo 13,

para ser wutilizado para prevenir e/ou tratar uma



condicdo provocada pela infecdo de um individuo por um

virus VIH.

Lisboa, 16 de Janeiro de 2015
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