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RESUMO

“Composicdes para estimulagdo de resisténcia imunitdria
inata de mamiferos contra patogénios”

As concretizagdes do invento sdo dirigidas a métodos de
tratar, inibir ou atenuar uma infeccdo microbiana num
individuo que tem tal infeccdo ou que estd em risco de a
desenvolver, compreendendo a etapa de administrar uma
quantidade eficaz de um agonista TLRY9 e de um agonista TLR 2/6
ao individuo.
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DESCRICAO

“Composicdes para estimulagdo de resisténcia imunitdria
inata de mamiferos contra patogénios”

ANTECEDENTES DO INVENTO

I. CAMPO DO INVENTO

O presente invento refere-se na generalidade aos campos da
microbiologia, imunologia e farmacoterapia anti-microbiana.
Mais concretamente, as composicdes do invento referem-se a
modulacdo da imunidade inata nos pulmdes de um individuo para
o tratamento ou atenuacdo de infeccdo ou invasao microbianas
usando composicdes de moléculas peguenas.

II. ANTECEDENTES

A susceptibilidade dos pulmbées a infeccdo deriva dos
requisitos estruturais para a permuta gasosa. A fim de
suportar a ventilacdo, o0s seres humanos expdem continuamente
100 m? de superficie pulmonar ao ambiente externo. 0Os pulmdes
estdo expostos ndo apenas a ar, mas também a particulas,
goticulas e patogénios gue se encontram nele suspensos. Ao
contrdrio das superficies cutédneas que estdo revestidas por
pele impermedvel ou do tracto gastrointestinal com uma camada
adsorvente espessa de muco, o0s pulmdes apresentam uma vasta
interface ambiental com uma barreira de defesa minima. A
existéncia de uma barreira mais substancial é excluida pela
necessidade de difusdo gasosa sem impedimentos.

Apesar das sua vulnerabilidade estrutural, os pulmbes
geralmente defendem-se com sucesso contra a infecgdo através
de varios mecanismos mecédnicos, humorais e celulares
(Knowles et al., 2002; Martin e Frevert, 2005; Rogan, et
al., 2006; Travis, et al., 2001); (Mizgerd, 2008; Bals e
Hiemstra, 2004; Bartlett et al., 2008; Hiemstra, 2007;
Hippenstiel et al., 2006; Schutte e McCray, 2002). A maioria
dos micrdbios patogénicos inalados né&o penetram nos alvéolos
devido ao impacto contra as paredes das vias aéreas, nas quais
ficam aprisionados pelo muco e seguidamente sao expelidos
através do sistema de transporte mucociliar (Knowles et
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al., 2002). Para os patogénios que escapam a este destino, a
presenga constitutiva de péptidos anti-microbianos no fluido
de revestimento das vias aéreas limita o seu crescimento
(Rogan, et al., 2006; Travis, et al., 2001). Os macrdéfagos
alveolares que residem nos espacos aéreos mais distantes séo
capazes de 1ingerir estes organismos, depurando assim o0s
pulmdes de uma infeccdo potencial.

Apesar de serem muitas vezes consideradas Dbarreiras
passivas de permuta de gases, o0s epitélios das vias aéreas e
alveolares suplementam as defesas basais do pulmdo através de
alteracgdes funcionais e locais estruturais notaveis, guando
encontram estimulos patogénicos. Em resposta a inflamacéao
virica, fungica ou alérgica, as células excretoras das vias
respiratdédrias aumentam rapidamente a sua altura e preenchem o
seu citoplasma apical com gradnulos de excrecdo, um Processo
denominado metaplasia inflamatdria (Evans et al., 2004;
Williams et al., 2006). Na presenca de patogénios, o epitélio
alveolar activa o0s seus sistemas do plasmalema e a maguinaria
excretora, envolvendo assim os leucdcitos na proteccdo do
pulméo (Evans et al., 2005). Talvez ainda mais importante, as
interac¢des microbianas com os receptores de reconhecimento do
padrdo epitelial respiratdério provocam a expressao de varios
produtos microbicidas para o fluido de revestimento das vias
respiratérias, incluindo defensinas, catelicidinas, lisozima e
espécies reactivas de oxigénio (Rogan et al., 2006; Forteza et
al., 2005; Akinbi et al., 2000; Bals e Hiemstra, 2004; Bals e
Hiemstra, 2006). ©Note-se que a pneumonia (bacteriana ou
virica) €& a causa principal de morte por infecgcdo a nivel
mundial.

H& necessidade de métodos e composicdes adicionais para
inibir e/ou tratar infecg¢des microbianas.

SUMARIO DO INVENTO

O presente invento ¢é definido pelas reivindicacodes.
Proporciona composigdes que estimulam resisténcia inata
(Resisténcia Inata Estimulada (StIR)). Divulgam-se também
métodos de wusar tais composicdes para estimular StIR. Em
determinadas concretizacdes StIR é StIR do pulmdo. Um aspecto
do invento proporciona maior razdo ou indice terapéutico/de
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toxicidade. As concretizacgdes do invento incluem composicdes e
formulagbes para o melhoramento das defesas bioldgicas de um
individuo mamifero, e.g., um humano, contra infeccdo, por
exemplo, a imunidade do individuo contra infeccdo. Em
determinados aspectos depositam-se composicdes do invento numa
quantidade eficaz nos pulmdes de um individuo. Os aspectos do
invento proporcionam uma melhoria ou aumento rapido e
temporizado das defesas bioldgicas contra infecc¢do microbiana.
A melhoria da imunidade de um individuo atenua as infeccdes
microbianas. A atenuacdo pode ser por inibicdo, tratamento ou
prevencao de infeccao ou crescimento ou sobrevivéncia
microbiana. Os aspectos do invento melhoram as defesas do
pulmdo e do tracto respiratdrio de um individuo.

Em determinados aspectos da divulgacgdo, consideram-se
métodos de tratar, inibir ou atenuar uma infeccdo bacteriana
num individuo que tem tal infeccdo ou que estd em risco de a
desenvolver, compreendendo 0s métodos administrar uma
quantidade eficaz de uma composicdo StIR compreendendo um ou
mais ligandos para um ou mais receptores inatos. VAarios
receptores inatos foram identificados como incluindo receptor
do tipo Toll (TLR), receptores de lectina do tipo C (CLR) e
receptores do tipo dominio de oligomerizacdo e ligacdo de
nucledétido (receptores do tipo Nod ou NLR), ndo se lhes
limitando. Os TLR sdo0 uma classe de proteinas que desempenha
um papel chave no sistema imunitédrio inato. ©Estes séo
receptores ndo cataliticos gque atravessam uma membrana Unica e
que reconhecem moléculas conservadas estruturalmente derivadas
de micrdébios. Estes micrdbios, uma vez presentes a superficie
ou no interior da pele ou do tracto intestinal, pulmao e
mucosa genitourindria, sdo reconhecidos pelos TLR, gque activam
as respostas celulares imunitarias. Curiosamente, muitos
destes agonistas TLR ndo induzem uma StIR significativa guando
administrados sozinhos. Tipicamente, um individuo a ser
tratado usando os métodos aqui descritos foi exposto a um
micrébio patogénico ou estd em risco de tal exposicéo.

Determinadas concretizagdes das divulgacdes dirigem-se a
composicdes capazes de serem administradas ao tracto
respiratdério compreendendo 1, 2, 3, 4 ou mais agonistas TLR,
assim como métodos usando tais composicgdes. Os agonistas TLR
sdo seleccionados de agonista TLR2/1, TLR2/6, TLR3, TLR4,
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TLR5, TLRY9 ou TLR7. Em determinados aspectos os agonistas TLR
sdo seleccionados de agonista TLR9 e TLR2/6. Num aspecto
adicional os agonistas TLR sdo seleccionados do agonista TLR5.
Ainda num aspecto adicional pode usar-se um agonista TLR5 em
combinac¢do com um agonista TLR2/6, TLR4, TLRY9 ou TLR7. Em
determinados aspectos pode usar-se um agonista TLRY9 em
combinacdo com um agonista TLR2/6, TLR4, TLR5 ou TLR7. Noutro
aspecto pode usar—-se um agonista TLR2/6 em combinacdo com um
agonista TLR4, TLR5, TLR9 ou TLR7. Em determinados aspectos
pode usar-se um agonista TLR4 em combinacdo com um agonista
TLR2/6, TLR5, TLRY9 ou TLR7. Num aspecto adicional pode usar-se
um agonista TLR7 em combinacdo com um agonista TLR2/6, TLR4,
TLR5 ou TLRY9. Ainda num aspecto adicional qualquer destas
combinacdes duplas pode incluir um terceiro ou um quarto ou um
quinto agonista TLR seleccionado de agonista TLR2/6, TLR4,
TLR5, TLRY9 ou TLR7.

Determinadas concretizagdes da divulgacao sao dirigidas a
métodos de tratar, inibir ou atenuar uma infec¢do microbiana
compreendendo administrar uma quantidade eficaz de um agonista
TLRY9 e de um agonista TLR2/6 a um individuo que tem um
infecgdo microbiana ou que estd em risco de a desenvolver ou

z

de a contrair. Em determinados aspectos o agonista TLR2/6 é
PAM2CSK4. Num aspecto adicional o agonista TLRY9 ¢é um
oligodesoxinucledétido (ODN) do tipo C. O ODN do tipo C pode
incluir, ODN2395 ou ODNM362 ou ODN10101 ou outro ODN de tipo C
ou seu analogo, nido se lhes limitando. Em determinados
aspectos o individuo foi exposto a um micrdébio patogénico ou
estd em risco de o ser. O micrdébio pode ser um virus, uma

bactéria ou um fungo.

Noutros aspectos o agonista TLRS e o agonista TLR2/6 séao
administrados numa formulac&o de nebulizador. O agonista TLRY
e/ou o agonista TLR2/6 podem ser administrados numa quantidade
desde cerca de 0,1, 1, 5, 10, 50 pg ou mg/kg a cerca de 5, 10,
50, 100 pg ou mg/kg de peso corporal do individuo, incluindo
todos os valores e gamas intermedidrios.

Determinadas concretizagdes sdo dirigidas a uma composicéao
farmaceuticamente aceitdvel compreendendo um agonista TLRY9 e
um agonista TLR2/6, um agente anti-inflamatdério e um ou mais
excipientes farmacéuticos, em que a referida composicédo ¢é
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estéril e essencialmente isenta de micrébios patogénicos. Em
determinados aspectos o agonista TLR2/6 €& PAM2CSK4. Num
aspecto adicional o agonista TLR9 ¢ um oligodesoxinucledtido
(ODN) do tipo C. O ODN do tipo C pode incluir, ODN2395 ou
ODNM362 ou ODN10101, n&do se lhes limitando.

Em determinados aspectos a composicdo StIR compreende um
polipéptido flagelina compreendendo 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, 20, 21 ou 22 aminodcidos consecutivos do
péptido QRLSTGSRINSAKDDAAGLQIA (SEQ ID NO:2), que & conhecido
como um agonista TLR5 ou um seu segmento ou derivado. Um
polipéptido da divulgacao pode também compreender uma
sequéncia de aminodcidos gque € pelo menos 70, 80 ou 90%,
incluindo todos os valores e gamas entre estes, idéntica a SEQ
ID NO:2. Noutros aspectos, a flagelina ¢ um polipéptido ou
péptido de flagelina sintetizado e/ou purificado ou isolado. A
expressao “purificado” ou “isolado” significa que essa
componente foil previamente isolada ou purificada de outras
proteinas ou reagentes de sintese ou produtos secundérios e
que a componente € pelo menos cerca de 95% pura antes de ser
formulada na composicdo. Em determinadas concretizacgdes, a
componente purificada ou isolada é cerca de, ou é pelo menos
cerca de 80, 95, 96, 97, 98, 99, 99,1, 99,2, 99,3, 99,4, 99,5%
ou mais pura ou qualguer gama derivavel destas. Tal componente
purificada pode ser entdo misturada com outras componentes

para formar uma composicao tal como aqui descrita.

Uma proteina flagelina recombinante ou seu fragmento ou
segmento compreende 5, 10, 15, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 30, 35,
40, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 150, 200,
250, 300, 350 ou 400 aminodcidos consecutivos, incluindo todos
os valores e gamas entre estes, de SEQ ID NO:2 ou outros
polipéptidos flagelina. Estes fragmentos ou segmentos s&o pelo
menos, no maximo ou cerca de 70, 75, 80, 85, 90, 95, 96, 97,
98, 99 ou 100% idénticos a SEQ ID NO:2 ou outros polipéptidos
de flagelina. Em determinados aspectos, um polipéptido
flagelina ou segmento é pelo menos 75% idéntico a sequéncia de
SEQ ID NO:2. Noutro aspecto, o polipéptido flagelina ou
segmento é pelo menos 80% idéntico a sequéncia de SEQ ID NO:2.
Noutro aspecto, o polipéptido flagelina ou segmento € pelo
menos 85% idéntico a sequéncia de SEQ ID NO:2. Noutro aspecto,
o polipéptido flagelina ou segmento é pelo menos 90% idéntico
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a sequéncia de SEQ ID NO:2. Noutro aspecto, o polipéptido
flagelina ou segmento é pelo menos 95% idéntico a sequéncia de
SEQ ID NO:2. Os derivados ou variantes de flagelina ou seus
segmentos incluem insercao, delecao e mutacdes pontuais de SEQ
ID NO:2. Uma mutacgdo de insercdo especifica & uma proteina de
fusdo que compreende sequéncias de aminodcidos exdgenos a
flagelina nos terminais carboxilo ou amino. Sado conhecidas na
especialidade varias proteinas de flagelina e incluem uma
flagelina com o numero de acesso BAB58984 (gi|14278896);
YP_001330159 (gi|150402865) ; YP_001323483 (gi|150399716);
CAA28975 (gi|1333716); CAAQ02137 (gi]1567895) ; CARA67105
(gi|1580779); ARAR10473 (gi|38049688); CARL8992 (gi|197093531);
YP_001217666 (gi|l147675484); CAL12564 (gil|l122089712); BAD14977
(gi146093563); ou CADO05707 (gi116503200), nao se lhes
limitando.

Podem administrar-se concretizagdes do invento através do
tracto respiratdério. As composicgdes para uso do invento
incluem a administracdo de uma composigcao por inalacdo ou
outros métodos de administragdo ao tracto respiratdrio
superior e/ou inferior. Em determinados aspectos a
administragcdoc € por inalagcdo. Em determinados aspectos, a
composicdo StIR é administrada numa formulacdo de nebulizador
ou aerossol. Num aspecto adicional a composicdo € em aerossol
ou nebulizador ou numa forma gque pode ser inalada por um
individuo ou instilada a este. A composicdo pode ser
administrada por inalacdo ou inspiracdo. A composicdo StIR,
incluindo o agonista TLR individualmente ou num agregado, pode
ser administrada numa quantidade de desde cerca de 0,01, 0,05,
0,1, 0,5, 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60,
65, 70 pg ou mg/kg a cerca de 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90,
95, 100, 125, 150, 200 pg ou mg/kg do peso corporal do
individuo. Noutros aspectos, pode administrar-se a um
individuo cerca de 0,01, 0,05, 0,1, 0,5, 1, 5, 10, 15, 20, 25,
30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100,
125, 150, 200 pg ou mg de StIR ou agonista TLR individualmente
ou a totalidade de todos os agonistas TLR. O individuo pode
estar exposto a um virus, bactéria ou fungo inalado ou estar
em risco de tal exposicao. Ainda concretizacdes adicionais da
divulgacao incluem métodos nos quais a composicgao é
administrada antes; apds; durante; antes e depois; antes e
durante; durante e depois; antes, apds e durante a exposicéo
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ou suspeita de exposicdo ou risco aumentado de exposicao ao
organismo. O individuo pode ser exposto a uma arma bioldgica
ou a um patogénio oportunista. Em aspectos especificos o
individuo estd imuno-comprometido, tal como um doente de
cancro ou um doente de SIDA.

Ainda noutra concretizacéao, a presente divulgacao ¢é
dirigida a uma composicao farmaceuticamente aceitével
compreendendo um ou mais agonistas TLR; um agente anti-
inflamatdério; um agente anti-microbiano; e/ou um ou mais
excipientes farmacéuticos. Tipicamente tais composicdes séo

estéreis e essencialmente isentas de micrdébio patogénicos.

Em determinados aspectos o micrdébio patogénico ou
potencialmente patogénico que se trata ou contra o qual se
protege é um virus, uma bactéria e/ou um fungo. Em

determinados aspectos, um micrdébio é um virus. O virus pode

ser da familia de virus Adenoviridae, Coronaviridae,
Filoviridae, Flaviviridae, Hepadnaviridae, Herpesviridae,
Ortomixoviridae, Paramyxovirinae, Pneumovirinae,

Picornaviridae, Poxiridae, Retroviridae ou Togaviridae; e/ou
virus Parainfluenza, Influenza, H5N1, Marburg, Ebola,
coronavirus da sindrome respiratdéria aguda grave, virus da
febre amarela, virus sincicial respiratério humano, Hantavirus
ou Vacinium.

Ainda noutro aspecto, o) microébio patogénico ou
potencialmente patogénico que se trata ou contra o gqual se
protege é uma bactéria. Uma bactéria pode ser uma bactéria
intracelular, gram positiva ou gram negativa. Num aspecto
adicional, as bactérias incluem uma bactéria Staphylococcus,
um Bacillus, uma Francisella ou uma Yersinia, nao se lhes
limitando. Ainda num aspecto adicional, a bactéria & Bacillus

anthracis, Yersinia pestis, Francisella tularensis,
Pseudomonas aerugenosa ou Staphylococcus aureas. Em
determinadas concretizacdes, uma bactéria é Bacillus

anthracis e/ou Staphylococcus aureas. Ainda num aspecto
adicional, uma bactéria € uma bactéria resistente a féarmacos,
tal como Staphylococcus aureas multirresistente (MRSA). Os
bacilos gram-negativos medicamente relevantes representativos
incluem Hemophilus influenzae, Klebsiella pneumoniae,
Legionella pneumophila, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia



EP 2 411 521/PT

coli, Proteus mirabilis, Enterobacter cloacae, Serratia
marcescens, Helicobacter pylori, Salmonella
enteritidis e Salmonella typhi. As bactérias gram positivas
representativas incluem Bacillus, Listeria, Staphylococcus,
Streptococcus, Enterococcus, Actinobacteria e Clostridium
Mycoplasma que nao tém paredes celulares e ndo podem sofrer
coloragdo Gram, incluindo as bactérias que sédo derivadas de
tais formas, ndo se lhes limitando.

Ainda noutro aspecto, o) micrdébio patogénico ou
potencialmente patogénico que se trata ou contra o qual se
protege é um fungo, tal como membros da familia Aspergillus,
Candida, Crytpococus, Histoplasma, Coccidioides, Blastomyces,
Pneumocystis ou Zygomyces. Ainda em concretizacdes adicionais
um fungo inclui Aspergillus fumigatus, Candida albicans,
Cryptococcus neoformans, Histoplasma capsulatum, Coccidioides
immitis ou Pneumocystis carinii, nao se lhes limitando. A
familia zygomycetes inclui Basidiobolales (Basidiobolaceae),
Dimargaritales (Dimargaritaceae), Endogonales (Endogonaceae),

Entomophthorales (Ancylistaceae, Completoriaceae,
Entomophthoraceae, Meristacraceae, Neozygitaceae),
Kickxellales (Kickxellaceae), Mortierellales
(Mortierellaceae), Mucorales e Zoopagales. A familia

Aspergillus inclui Aspergillus caesiellus, A. candidus, A.
carneus, A. clavatus, A. deflectus, A. flavus, A. fumigatus,
A. glaucus, A. nidulans, A. niger, A. ochraceus, A. oryzae, A.
parasiticus, A. penicilloides, A. restrictus, A. sojae, A.
sydowi, A. tamari, A. terreus, A. ustus, A. Versicolor e
semelhantes, ndo se lhes limitando. A familia Candida inclui
Candida albicans, C. dubliniensis, C. glabrata, C.
guilliermondii, C. kefyr, C. krusei, C. lusitaniae, C.
milleri, C. oleophila, C. parapsilosis, C. tropicalis, C.
utilis e semelhantes, nado se lhes limitando.

Em determinados aspectos as bactérias patogénicas podem
ser uma bactéria intracelular, gram positiva ou gram negativa.
Em determinadas concretizacgdes a bactéria é um Streptococcus,
Staphylococcus, Bacillus, Francisella ou Yersinia. Ainda em
aspectos adicionais a bactéria é Bacillus anthracis, Yersinia
pestis, Francisella tularensis, Streptococcus pneumoniae,
Staphylococcus aureas, Pseudomonas aeruginosa,
e/ou Burkholderia cepacia.
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As expressdes “atenuar”, “inibir”, “reduzir” ou
“prevencao” ou qgqualsquer variacdes destas expressdes, qgquando
utilizadas nas reivindicagdes e/ou no fasciculo incluem
qualquer diminuig¢do mensurédvel ou inibig¢do completa para obter
um resultado pretendido, e.g., reducdo na carga bacteriana ou
crescimento bacteriano apds exposicéo.

0O uso da palavra “um” ou “uma” gquando usada em conjugacgao
com a expressdo “compreendendo” nas reivindicagdes e/ou no
fasciculo pode significar “um” mas € também consistente com o
significado de “um ou mais”, “pelo menos um” e “um ou mais do
que um”.

Considera-se que dqualquer concretizacdo aqui discutida
pode ser implementada relativamente a quaisquer métodos ou
composicdes da divulgacdo e vice versa. Além disso, podem
usar—-se composicdes e kits da divulgacdo para obter métodos da
divulgacgao.

Ao longo deste pedido, a expressdo “cerca” ¢é usada para
indicar que o valor inclui o desvio padrdo do erro para o
dispositivo ou método em utilizacdo para determinar o valor.

O uso da expressao “ou” nas reivindicacgdes usa-se para
significar “e/ou” salvo indicacdo explicita para se referir a
alternativas apenas ou a alternativas mutuamente exclusivas,
apesar da divulgacdo abranger uma definicdo qgque se refere
apenas a alternativas e “e/ou”. Em determinadas listas
incluindo e/ou, ou, ou e um ou mais dos membros listados podem
ser especificamente excluidos da lista.

Tal como wusado neste fasciculo e na reivindicacdo ou
reivindicacdes, as palavras “compreendendo” (e qualquer forma
de compreendendo, tal como “compreende” e “compreendem”),
“tendo” (e qualquer forma de ter, tal como “tem” e “tém”),
“incluindo” (e qualguer forma de incluindo, tal como “inclui”
e “incluem”) ou “contendo” (e qualquer forma de contendo, tal
como “contém” e “contém”) sdo inclusivas ou abertas e néao
excluem elementos ou etapas do método adicionais ndo citadas.
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Outros objectos, caracteristicas e vantagens do presente
invento serédo 6bvios a partir da seguinte descricdo detalhada.
Entenda-se, contudo, gque a descricdo detalhada e os exemplos
especificos, apesar de indicarem concretizacdes especificas do
invento, sdo proporcionados a titulo meramente ilustrativo,
dado que varias alteracdes e modificacdes dentro do espirito e
admbito do invento serao 6bvias para 0s peritos na
especialidade a partir da sua descricdo detalhada.

DESCRICAO DOS ESQUEMAS

Os seguintes esquemas sdo parte do presente fasciculo e
incluem-se para demonstrar adicionalmente determinados
aspectos do presente invento. O 1invento pode ser melhor
compreendido em referéncia a um ou mais destes esqguemas em
combinacdo com a descricao detalhada das concretizacgdes
especificas aqui apresentadas.

Figura 1. A endotoxina natural (um agonista TLR4) induz
alguma StIR. Provocaram-se ratinhos Swiss-Webster de tipo
selvagem (10/grupo) com S. pneumoniae (5 x 101° CFU/ml) 24 h
apds tratamento com lisado NTHI ("WTH1 sup”), sendo a
concentracdo de LPS estimada no lisado NTHi (“Endotoxina 1x"),
dez vezes superior a LPS gue se pensa estar no lisado
(“Endotoxina 10x”) ou no tratamento.

Figura 2. O 1lipido A hexa-acilado sintético (agonista
TLR4) nédo induz StIR. Trataram-se ratinhos Swiss-Webster de
tipo selvagem (8/grupo) com suspensdes de lipido A sintético
ou PBS 24 h antes da provocagao com P. aeruginosa.

Figura 3. Apresenta-se uma experiéncia representativa de
ratinhos Swiss-Webster (8/grupo) tratados com imigquimod
(agonista TLR7) em dose elevada ou reduzida ou PBS 24 h antes
de provocacao infecciosa com P. aeruginosa.

Figura 4. A estimulacdo com TLRY9 sozinho induz proteccgdao
minima. Trataram-se ratinhos Swiss-Webster de tipo selvagem
(8/grupo) com PBS ou ODN2395 24 h antes da infeccdo com
P. aeruginosa inalada.
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Figura 5. O tratamento em dose elevada com um agonista
TLR2/6 induz StIR. Trataram-se ratinhos Swiss-Webster de tipo
selvagem com dose elevada ou reduzida de Pam2CSK4 ou PBS 24 h
antes da infeccgdo com P. aeruginosa.

Figura 6. Uma combinagédo de agonistas TLR induz uma StIR
superior do que gqualquer um deles isoladamente. Trataram-se
ratinhos Swiss-Webster de tipo selvagem com ODN2395 (20 pg/ml,
8 ratinhos), Pam2CSK4 (20 ug/ml, 8 ratinhos), ambos os
agonistas (10 ratinhos) ou PBS (10 ratinhos).

Figura 7. Um fragmento sintético de flagelina (agonista
TLR5) induz StIR. Um segmento altamente conservado de 22
aminodcidos de flagelina ou PBS sozinho foi administrado por
aerossol a Swiss-Webster de tipo selvagem 24 h antes da
infeccdo com P. aeruginosa.

Figura 8. Efeito de infeccgdo por aerossol com influenza
A/conjunto 11-29-05 de pulmdo HK em peso corporal: um
tratamento de aerossol de 30 minutos; dose de virus influenza:

100 TCIDso/ratinho. O peso diminui inicialmente a medida que
a 1infeccdo progride, reflectindo a gravidade da doenca e
seguidamente aumenta durante a recuperacéao.

Figura 9. Efeito de infeccédo por aerossol com influenza
A/conjunto 11-29-05 de pulmdo HK na sobrevivéncia: um
tratamento de aerossol de 30 minutos; dose de virus influenza:

100 TCIDs¢/ratinho.

Figura 10. Ilustra o efeito de um pré-tratamento de
aerossol de 30 minutos com ODN/PAM2/PolyIC na sobrevivéncia de
ratinhos infectados com aerossol influenza A/HK; dose de virus

130 TCIDso/ratinho.

Figura 11. Efeito de infecc¢é&o por aerossol com influenza
A/conjunto 11-29-05 de pulmdo HK em peso corporal: um
tratamento de aerossol de 30 minutos; dose de virus influenza:

100 TCIDso/ratinho. O peso diminui inicialmente a medida que
a 1infecc¢cédo progride, reflectindo a gravidade da doenga e
seguidamente aumenta durante a recuperacao.
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Figuras 12A e 12B. A sinalizagdo MyD88, mas nao TRIF, &
necessaria para resisténcia a pneumonia induzida por lisado
bacteriano. Figura 12A. Provocaram-se por inalag¢do ratinhos
Myd88~7/~ e de tipo selvagem com P. aeruginosa com Ou Sem pré-
tratamento 24 h antes com lisado em aerossol de H.

influenzae nado tipéavel (NTHi). Esquerda, sobrevivéncia (N = 10
ratinhos/grupo, *p<0,0001). Direita, carga bacteriana do
pulméao imediatamente apds infeccéo (direita, N = 3

ratinhos/grupo, **p<0,004, 1p=0,39 relativamente ao controlo
de tipo selvagem). Figura 12B. Provocacao com P. aeruginosa de
ratinhos Trif/~ com ou sem pré-tratamento com o lisado
bacteriano. Esquerda, sobrevivéncia (N = 10 ratinhos/grupo,
*p<0,0001). Direita, carga bacteriana do pulmdo imediatamente
apdés infecgdo (N = 3 ratinhos/grupo, *p<0,0001).

Figura 13. A morte induzida por patogénio nédo é
prejudicada em ratinhos deficientes em receptor de
interleucina-1. Trataram-se ratinhos Illr-/- e de tipo
selvagem com PBS ou com um lisado de Haemophilus influenzae
ndo tipdvel (NTHi) em aerossol 24 h antes de provocagdo com P.
aeruginosa. Apresenta-se a carga bacteriana de homogenados de
pulmdo imediatamente apds infeccdo. (N = 3 ratinhos/grupo,
*p=0,001 relativamente a tipo selvagem + PBS, **p=0,01
relativamente a I1lr-/-, Tp=0,66 relativamente a tipo selvagem
+ PBS, *p=0,89 relativamente a tipo selvagem + NTHi)

Figura 14. Contagens de leucécitos em fluido de lavagem
bronco-alveolar apds tratamento com ligandos TLR sintéticos
sozinhos. Submeteram-se ratinhos a BAL 24 h apds tratamento
com PBS ou um dos seguintes ligandos TLR: Pam3CSK4 (agonista
TLR2/1, 1 nug/ml, 3 ng/ml, 10 ung/ml), Pam2CSK4 (agonista
TLR2/6, 1 pg/ml, 3 pg/ml, 10 pg/ml), Poly(I:C) (agonista TLR3,
1 pg/ml, 10 pg/ml, 100 npg/ml), lipido A sintético (MPLA,
agonista TLR4, 1 ung/ml, 10 pg/ml, 100 npg/ml), Flg22 (22 mero
sintético de flagelina, agonista TLR5, 10 pg/ml, 100 pg/ml,
1000 pg/ml), dimiquimod (TLR7 e TLR8, 100 ng/ml, 300 pg/ml,
1000 pg/ml) ou ODN2395 (agonista TLRY9, 2 pg/ml, 20 ug/ml).
Apresentam-se contagens de neutréfilos (barras negras) e de
macrdéfagos (barras cinzentas) em fluido BAL.

Figuras 15A - 15G. O tratamento em aerossol com ligandos
TLR sintéticos individuais nao induz um nivel elevado de
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resisténcia contra pneumonia. Provocaram-se ratinhos de tipo
selvagem com P. aeruginosa apds tratamento (8 ml nebulizados
ao longo de 20 min) com PBS ou com os seguintes ligandos TLR
sintéticos 24 h antes: Figura 15A. agonista TLR2/1 Pam3CSK4
100 ng/ml, Figura 15B. agonista TLR2/6 Pam2CSK4 10 npg/ml,
Figura 15C. agonista TLR3 poli(I:C) 100 ug/ml, Figura 15D.
agonista TLR4 MPLA 100 pg/ml, Figura 15E. agonista TLR5 Flg22
100 pg/ml, Figura 15F. agonista TLR7 e TLR8 imiquimod 1 mg/ml,
ou Figura 15G. agonista TLR9 ODN 2395 20 ng/ml. As curvas de
sobrevivéncia sdo exemplos representativos de pelo menos trés
experiéncias distintas para ratinhos tratados e ndo tratados
(N = 8 ratinhos/grupo, *p=0,5, **p=1,0, tp=0,47, *p=0,2).

Figuras. 16A - 16C. 0Os agonistas TLR2/6 e TLRY9 cooperam
para induzir resisténcia contra pneumonia bacteriana. Figura
16A. Esquerda, sobrevivéncia de ratinhos provocados com P.
aeruginosa 24 h apds tratamento com PBS, Pam2CSK4 10 ug/ml,
ODN 2395 20 pg/ml, a combinacdo ou a combinagdo em dose dupla
(N = 6 ratinhos/grupo, fp=0,008 relativamente a
PBS). Direita, Carga Dbacteriana de homogenados de pulmao
imediatamente apds infeccéao com P. aeruginosa (N = 3
ratinhos/grupo, #p=0, 045 relativamente a PBS, ##p=0, 030
relativamente a PBS). Figura 16B. Esquerda, sobrevivéncia de
ratinhos provocados com S. pneumoniae 24 h apds tratamento com
PBS, Pam2CSK4 10 npg/ml, ODN 2395 20 ug/ml, a combinac¢do ou a
combinagcdo em dose dupla (N = 10 ratinhos/grupo, Fp<0,0001
relativamente a tratados com PBS). Direita, carga bacteriana
de homogenados de pulmdo imediatamente apds infeccdo com S.
pneumoniae 2x101° (N = 3 ratinhos/grupo, tp<0,001,
tp<0,0001). Figura 16C. Contagem de células de BAL de ratinhos
4 ou 24 h apds tratamento com PBS, Pam2CSK4 10 pg/ml, ODN 2395
20 npg/ml ou a combinagdo de Pam2CSK4 e ODN2395 (N = 3
ratinhos/grupo, *p=0,016 relativamente a PBS, **p<0,0001
relativamente a PBS, tp=0,041 relativamente a PamZ2 sozinho).

Figuras 17A - 17F. Nem todas as combinag¢des de agonistas
TLR proporcionam proteccao significativa contra pneumonia.
Provocaram-se ratinhos do tipo selvagem com P. aeruginosa apds
tratamento com PBS ou com as seguintes combinagdes de
agonistas TLR 24 h antes: Figura 17A. Pam2CSK4 e poly(I:C),
Figura 17B. Pam2CSK4 e Flg22, Figura 17C. Pam2CSK4 e
imigquimod, Figura 17D. ODN2395 e poly(I:C), Figura 17E.
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ODN2395 e Flg22, Figura 17F. ODN2395 e Pam3CSK4. As curvas de
sobrevivéncia sdo exemplos representativos de pelo menos trés
experiéncias distintas (N = 8 ratinhos/grupo, *p=0, 20,
**p=0,08, tp=1,0, Fp=0,5).

Figuras 18A - 18B. TLR2 ¢ suficiente ©para promover
sinergia protectora de Pam2CSK4 e O0ODN2395, mas néo &
necessario para resisténcia induzida. Figura
18A. Esquerda, sobrevivéncia de ratinhos Tlr27/- e de tipo
selvagem provocados com P. aeruginosa com ou sem tratamento

com ODN2395 e Pam2CSK4 24 h antes (N = 8 ratinhos/grupo,
*p<0,0002 ). Direita, Carga Dbacteriana de homogenados de
pulméo imediatamente apdés infeccdo com P. aeruginosa (N = 4

ratinhos/grupo, **p<0,0001 relativamente a tipo selvagem +
PBS, tp=0,59 relativamente a Tlr2~/- + PBS) Figura
18B. Esquerda, sobrevivéncia de ratinhos TLR27/- e de tipo
selvagem provocados com P. aeruginosa com ou sem tratamento 24
h antes com um lisado em aerossol de H. influenzae nao tipavel
(NTH1) (N = 10 ratinhos/grupo, *p<0,0002) .Direita, Carga
bacteriana de homogenados de pulmdo 1imediatamente apds
infecgcdo com P. aeruginosa (N = 3 ratinhos/grupo, Fp=0,03
relativamente a tipo selvagem + PBS, #p=0,002 relativamente
a Tlr2-/- + PBS).

Figuras 19A - 19B. Os CpG ODN de classe C de ligacédo a
TLRY, ao contrdrio dos de classe A ou B, interagem
sinergicamente com Pam2CSK4 para induzir resisténcia a
pneumonia bacteriana. Figura 19A. Sobrevivéncia de ratinhos de
tipo selvagem tratados com Pam2CSK4 e ODN2395 ou Pam2CSK4 e um
controlo de ODN aleatdério 24 h antes de provocagdo com P.
aeruginosa (N = 10 ratinhos/grupo, *p<0,0001). Figura 19B.
Sobrevivéncia de ratinhos de tipo selvagem provocados
com P. aeruginosa 24 h apdés tratamento com PBS ou Pam2CSK4
combinado com um CpG ODN de classe A (ODN1585 ou ODN2216), um
CpG ODN de classe B (ODN 2006-G5) ou um CpG ODN de classe C
(M362 ou ODN2395) (N = 10 ratinhos/grupo, *p=0,01
relativamente a PBS, **p=0,0001 relativamente a PBS; +tp=0,3
relativamente a Pam2 + ODN2395).

Figuras 20A - 20D. Os agonistas TLR2/6 e TLRS cooperam
para induzir morte bacteriana por células epiteliais
respiratérias murinas e humanas in vitro. Figura  20A.
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Trataram-se células MLE-15 com Pam2CSK4 (10 nug/ml) e/ou
ODN2395 (20 wpg/ml) durante 4 h antes da infecgdo com B.
anthracis (1000 esporos). Apresentam-se CFU Dbacterianas 4 h
apds infeccéao (*p=0,05 relativamente a PBS, **p=0,016
relativamente a PBS, #p>0,05 relativamente a qualquer dos
agonistas separadamente). Figura 20B. Tratou-se meio de
cultura MLE (sem células) com ODN2395 e Pam2CSK4, infectado
com esporos de B. anthracis (1000 esporos) e cultivou-se apds
4 h (tfp=1,0). Figura 20C. Trataram-se células A549 com ODN2395
e Pam2CSK4 durante 4 h antes da infeccao com P.
aeruginosa (2700 CFU). Apresentam-se CFU bacterianas 4 h apds
infeccdo (*p=0,01 relativamente a PBS, **p=0,003 relativamente
a PBS, ***p=0,001 relativamente a PBS, #p=>0,05 relativamente
a qualquer dos agonistas separadamente). Figura 20D. Tratou-se
meio de cultura MLE (sem células) com ODN2395 e Pam2CSK4,
infectado com P. aeruginosa (4000 CFU) e cultivou-se apds 4 h
(¥p=0,58) .

Figura 21. Sobrevivéncia de ratinhos Swiss-Webster
imunizados com diferentes agonistas TLR sintéticos e
provocados 1intranasalmente com 5 LD50 de esporos de Bacillus
anthracis Ames (MD-10-013) . Pré-trataram-se ratinhos com
agonistas TLR em aerossol tal como indicado 24 horas antes de
provocagado com antraz. ALIIS = lisado bacteriano NTHi, 2395 =
ODN2395, 10101 = ODN10101, M362 = ODN-M362. 1x = ODN a 40
ng/ml e Pam2 a 20 pg/ml.

Figura 22. Efeito de pré-tratamento com ODN/Pam2 ou lisado
NTHi em aerossol sobre a sobrevivéncia de ratinhos infectados
com influenza A/HK. Um tratamento de 30 minutos com aerossol;

Dose de virus influenza: 100 TCIDsp/ratinho.

DESCRICAO DETALHADA DO INVENTO

0O sistema dimunitdrio é¢ o sistema de células e O&rgaos
especializados que protegem um organismo das influéncias
bioldégicas externas. Quando o sistema dimunitdrio funciona
adequadamente, protege o corpo de 1infecgbes microbianas e
destréi células de cancro e substadncias estranhas. Se o
sistema imunitdrio enfraquece a sua capacidade de defender o
corpo também enfraquece, permitindo que os patogénios se
desenvolvam no corpo.
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O sistema imunitdrio estd muitas vezes dividido em: (a)
uma imunidade inata compreendendo componentes que proporcionam
uma  “primeira linha” de defesa imediata para afastar
continuamente patogénios e (b) uma imunidade adaptativa
(adquirida) compreendendo a producdo de anticorpos e producédo
ou estimulacdo de células T especificamente concebidas para se
dirigirem a determinados antigénios. Usando a imunidade
adaptativa, o corpo pode desenvolver ao longo do tempo uma
imunidade especifica para um ou mais antigénios particulares.
Esta resposta demora dias a desenvolver-se e portanto ndo é
eficaz na prevencdo de uma invasdo inicial, mas prevenira
normalmente qualquer infecgdo subsequente e também ajuda na
depuracédo de infecgdes de maior duracéao.

Em resposta a determinados estimulos inflamatdrios, as
células excretoras do epitélio das vias respiratdrias de
ratinhos e humanos sofrem rapidamente uma alteracdo notédvel de
estrutura denominada metaplasia inflamatdéria. A maioria das
alteracgdes estruturais podem ser atribuidas ao aumento da
producdo de mucinas formadoras de gel excretadas, sendo também
reguladas positivamente por macromoléculas adicionais com
fungdes na excregdo de mucinas, morte de micrdébios ou
sinalizacdo inflamatdéria. Pensa-se que a funcdo fisioldgica
desta resposta € o aumento das defesas locais contra
patogénios microbianos, apesar dessa  hipdtese ter sido
formalmente pouco ensaiada. Paradoxalmente, a producdo e
excrecao excessivas de mucinas formadoras de gel é a principal
causa de obstrucdo das vias aéreas em doencas inflamatdrias
comuns das vias respiratdrias tais como asma, fibrose cistica
e doenca pulmonar obstrutiva crdénica (DPOC). A estimulacédo da
imunidade 1inata sem a producdo de mucina proporcionaria um
método adicional de atenuar infecgdo do tracto respiratdrio
por prevengédo e/ou tratamento de um individuo.

As concretizacdes da divulgacdo incluem a estimulacao das
vias respiratdérias de um individuo com uma composicédo
compreendendo 1, 2, 3, 4 ou mais agonistas TLR, incluindo seus
segmentos ou derivados ou andlogos. Espera-se que um individuo
ao qual se administre uma composicdo do invento, tenha uma
resposta terapéutica, profildtica ou terapéutica e profilatica
a um organismo infeccioso potencial. Em aspectos particulares,
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a composicdo & posta sob a forma de aerossol e administrada
através do tracto respiratdrio. Usa-se a composigcdo para
induzir ou desencadear de outro modo um efeito protector
através, por exemplo, da activacdo ou do aumento da imunidade
inata dos pulmoes.

Determinados aspectos da divulgacdo incluem moléculas
pequenas e/ou agonistas TLR derivados de diferentes
microorganismos ou sintetizados pelo Homem. Tipicamente, a
molécula e/ou agonista TLR ndo provoca uma producdo aumentada
de mucinas excretadas. Podem usar-se concretizacdes da
divulgacao como agentes terapéuticos preventivos e de
antecipacdo contra por exemplo, armas bioldgicas, micrdébios
com novas viruléncias ou micrdébios oportunistas.

I. COMPOSICOES StIR
A. Compostos e partes heterdlogas

Varias moléculas que ndo sado do hospedeiro ou heterdlogas
podem estimular, facilitar ou contribuir para a producao de
uma resposta imunitaria. Estas partes incluem varios agonistas
de receptores inatos e/ou componentes microbianos.

1. Ligandos de receptor inatos

Os receptores de reconhecimento de padrdes ou PRR
(receptores 1inatos) sdo proteinas expressas por células do
sistema imunitdrio inato para identificar padrdes moleculares
associados a patogénios ou PAMP, qgue estdo associados a
patogénios microbianos ou stress celular. Os PAMP incluem
hidratos de carbono Dbacterianos (e.g., lipopolissacarido ou
LPS, manose), éacidos nucleicos (e.g., ADN ou ARN bacteriano ou
virico), peptidoglicanos e &cidos lipotecdicos (de bactérias
Gram positivas), N-formilmetionina, lipoproteinas, glucanos
fuingicos e semelhantes, ndo se lhes limitando.

Os PRR sédo tipicamente classificados de acordo com a sua
especificidade de 1ligando, funcdo, localizacdo e/ou relacgdes
evolutivas. Com base na funcéo os PRR podem dividir-se em PRR
endociticos ou PRR de sinalizacdo. 0Os PRR de sinalizacéo
incluem as grandes familias de receptores do tipo Toll ligados
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a membrana e receptores citoplasmaticos do tipo NOD. Os PRR
endociticos promovem a ligacdo, envolvimento e destruigcdo de
microrganismos pelos fagdécitos, sem emitir um sinal
intracelular. Estes PRR reconhecem hidratos de carbono e
incluem receptores de manose de macrdéfagos, receptores de
glucano presentes em todos os fagdcitos e receptores de
sequestracdo que reconhecem ligandos carregados, encontram-se
em todos os fagdcitos e medeiam a remocdo de células
apoptdticas.

Identificaram-se varios receptores inatos incluindo
receptor do tipo Toll (TLR), receptor de lectina do tipo C
(CLR) e receptores do tipo dominio de oligomerizacdo de
ligagdo de nucledétidos (receptor do tipo Nod ou NLR), nédo se
lhes 1limitando. Os TLR sd&o uma classe de proteinas que
desempenha um papel chave no sistema imunitdrio inato. Sé&o
receptores ndo cataliticos gque atravessam uma membrana Unica e
reconhecem moléculas derivadas de micrdébios que estéo
conservadas estruturalmente. Caso estes micrdbios estejam
presentes a superficie da pele ou no interior desta ou da
mucosa do tracto intestinal, estes sdo reconhecidos pelos TLR
que activam as respostas imunitarias da célula. Curiosamente,
muitos destes agonistas TLR ndo induzem uma StIR significativa
quando administrados sozinhos. Tipicamente, um individuo a ser
tratado usando os métodos agqui descritos foi exposto a um
micrébio patogénico ou estd em risco de tal exposicéo.

a. Agonista de receptor do tipo Toll (TLR)

Os receptores do tipo Toll (TLR) sao os PRR melhor
caracterizados (Ishii et al., 2008). Sao proteinas
transmembranares altamente conservadas, consistindo de um
ectodominio com varias repetigdes ricas em leucina para
reconhecimento de padrdo, uma hélice que atravessa uma
membrana e um dominio de receptor Toll/interleucina-1 (TIR)
para sinalizacdo intracelular. Foram identificados pelo menos
13 TLR de mamifero, cada um localizado especificamente na
membrana plasmdtica ou membranas endossdmicas e cada um
detecta um complementar unico de PAMP (Akira et al., 2006;
Shi et al., 2006). Por reconhecimento de PAMP, a transducgao de
sinal ocorre através de recrutamento especifico por TLR de
combinacgdes de proteina adaptadora TIR citosdlica.
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Concertadamente com um ou mais dos quatro outros adaptadores,
a proteina adaptadora TIR MyD88 é necessaria para sinalizar a
maioria dos TLR. Os eventos de sinalizacdo independentes de
MyD88 observados por parte de TLR3 e TLR4 necessitam do
adaptador TIR, TRIF (também denominado TICAM-1), com ou sem
participacdo de TRAM (Yamamoto et al., 2003). A cascata de
sinalizacdo do adaptador TIR especifico de TLR activa factores
de transcricdo especificos de receptor, tal como NF- B,
activando os factores de regulacdo de proteina-1 e interferdo
(IRF), levando a expressado de genes anti-inflamatdérios e anti-
microbianos (Akira et al., 2006; O’ Neill, L.A. e Bowie, 2007;
Takeda, K. e Akira, 2004).

Um agonista TLR & gqualquer composto ou substancia gue
funciona para activar um TLR, e.g., para induzir um evento de
sinalizacdo mediado por uma via de transducdo de sinal TLR. Os
agonistas TLR adequados 1incluem agonistas TLR1l, agonistas
TLRZ, agonistas TLR3, agonistas  TLR4, agonistas  TLR5,
agonistas TLR6, agonistas TLR7, agonistas TLR8 e agonistas
TLROY.

E agora amplamente reconhecido que a geracdo de imunidade
protectora depende ndo sé da exposicdo a antigénio, mas também
do contexto no qual se encontra o antigénio. Existem numerosos
exemplos nos quais a introducdo de um novo antigénio num
hospedeiro e num contexto inflamatdério gera tolerancia
imunoldégica em vez de imunidade a longo prazo enquanto a
exposigdo a antigénio na presenga de um agente inflamatdrio
(adjuvante) induz imunidade (Mondino et al., 199¢6;
Pulendran et al.,1998; Jenkins et al., 1994; e Keamey et
al.,). Dado que tal pode significar a diferenca entre
toleradncia e imunidade, tém sido desenvolvidos muito esforcos
para a descoberta de “adjuvantes” ©presentes em agentes
infecciosos que estimulam as wvias moleculares envolvidas na
criacdo do contexto imunogénico apropriado de apresentacdo de
antigénio. Sabe-se agora que uma grande parte da actividade
adjuvante é devida a interacc¢des de produtos microbianos e
viricos com diferentes membros dos Receptores do Tipo Toll
(TLR) expressos em células imunitdrias (Beutler et al., 2004;
Kaisho, 2002; Akira et al., 2003; e Takeda e Akira, 2004). Os
TLR sdo nomeados com base na sua homologia com uma molécula em
Drosophila, denominada Toll, que funciona no seu
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desenvolvimento e estd envolvida em imunidade anti-microbiana
(Lernaitre et al., 1996; e Hashimoto et al., 1988).

Os trabalhos iniciais mostraram gue os homdélogos mamiferos
de Toll e das moléculas da via Toll eram criticos para a
capacidade das células do sistema imunitdrio inato responderem
a provocacdes microbianas e subprodutos microbianos
(Medzhitov et al., 1997; Medzhitov et al., 1998; Medzhitov et
al., 2000; e Janeway et al., 2002). Desde a identificacao de
LPS como um agonista TLR4 (Poltorak et al., 1998) tém sido
descritos varios outros agonistas TLR tal como polipéptidos
HPV multi-tipo triacilo (TLR1), peptidoglicano, acido
lipoteicdéico e PamsCys (TLR2), ARN em cadeia dupla (TLM),
flagelina (TLR5), polipéptidos HPV multi-tipo diacilo tal como
Malp-2 (TLR6), 1imidazoquinolinas e ARN em cadeia simples
(TLR7,8), ADN bacteriano, sequéncias CpG de ADN n&do metiladas
e mesmo complexos ADN gendmico-anticorpo humanos (TLRY)
(Takeuchi et al., 2001; Edwards et al.,2002; Hayashi et
al., 2003; Nagase et al., 2003).

A expressdao “agonista”, tal como aqui utilizada, refere-se
a um composto que pode combinar um receptor (e.g., um TLR)
para produzir uma actividade celular. Um agonista pode ser um
ligando que se liga directamente ao receptor.
Alternativamente, um agonista pode combinar—-se com um receptor
indirectamente através de, por exemplo, (a) formacdo de um
complexo com outra molécula que se liga directamente ao
receptor, ou (b) resulta de outro modo numa modificacd&o de
outro composto de modo a qgue o outro composto se ligue
directamente ao receptor. Pode denominar-se um agonista como
um agonista de um TLR particular (e.g., um agonista TLR7) ou
uma combinacdo especifica de TLR (e.g., um agonista TLR 7/8 -
um agonista tanto de TLR7 como de TLRS).

As expressdes “CpG-0ODN", “acido nucleico CpG"™,
“polinucledétido CpG” e “Yoligonucledétido CpG” aqui usadas
independentemente, referem-se a um polinucledtido que
compreende pelo menos uma parte 57 -CG-3' e em muitas
concretizacdes compreende uma parte 5’ -CG-3’ néao metilada. Em
geral, a CpG de &cido nucleico é um ADN ou ARN em cadeia
simples ou em cadeia dupla com pelo menos seis Dbases de
nucledétido que podem compreender ou consistir de um nucledtido
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modificado ou de uma sequéncia de nucledsidos modificados. Em
algumas concretizacgdes, a parte 5’ -CG-3’ do acido nucleico CpG
é parte de uma sequéncia de nucledtidos palindrdmica. Em
algumas concretizacdes, a parte 5’ -CG-3’ do &cido nucleico CpG

z

€& parte de uma sequéncia de nucledétidos ndo palindrédémica.

Os agonistas TLR adequados incluem agonistas TLR isolados
de ocorréncia natural; e agonistas TLR sintéticos. Os
agonistas TLR 1isolados de uma fonte de agonista TLR de
ocorréncia natural sdao geralmente purificados, e.g., o)
agonista TLR purificado é pelo menos cerca de 80% puro, pelo
menos cerca de 90% puro, pelo menos cerca de 95% puro, pelo
menos cerca de 98% puro, pelo menos cerca de 99% puro ou mais
que 99% puro. Preparam-se agonistas TLR sintéticos por métodos
padrao e sao geralmente pelo menos cerca de 80% puros, pelo
menos cerca de 90% puros, pelo menos cerca de 95% puros, pelo
menos cerca de 98% puros, pelo menos cerca de 99% puros ou
mais que 99% puros.

Os agonistas TLR adequados incluem agonistas TLR qgue néao
estdo 1ligados a qualquer outro composto. Os agonistas TLR
adequados incluem agonistas TLR que estao ligados,
covalentemente ou nao covalentemente, a um segundo composto.
Em algumas concretizag¢gdes um agonista TLR estd ligado a outro
composto directamente. Noutras concretizacgdes um agonista TLR
estd ligado a outro composto através de um ligante. Um
composto ao qual um agonista TLR estd 1ligado dinclui um

transportador, um esqueleto, um suporte insoluvel, uma
microparticula, uma microesfera e semelhantes. Os
transportadores incluem polipéptidos terapéuticos;
polipéptidos que proporcionam solubilidade aumentada;

polipéptidos que aumentam a semivida do agonista TLR num meio
fisioldgico (e.g., soro ou outro fluido <corporal); e
semelhantes. Em algumas concretizagdes, conjugar-se—-a um
agonista TLR, directamente ou através de um ligante, a um
segundo agonista TLR.

Em algumas concretizacgdes, o agonista TLR é uma versédo de
pré-farmaco de um agonista TLR. Os pré-farmacos sao compostos
por uma parte de prdé-fadrmaco ligada covalentemente a um agente
terapéutico activo. O0s pré-fadrmacos sdo capazes de ser
convertidos a féarmacos (agentes terapéuticos activos) in
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vivo através de determinadas modificacdes quimicas ou
enzimdticas da sua estrutura. Os exemplos de partes de pré-
fadrmacos sdo bem conhecidos na especialidade e podem
encontrar—-se nas seguintes referéncias: Biological Approaches
to the Controlled Delivery of Drugs, R. L. Juliano, New York
Academy of Sciences, (1988); Hydrolysis in Drug and Prodrug
Metabolism: Chemistry, Biochemistry, and Enzymology, Bernard
Testa, Vch Verlagsgesellschaft Mbh, (2003); e Prodrugs:
Topical and Ocular Drug Delivery, Kenneth Sloan, Marcel
Dekker; (1992). O0Os exemplos de partes de pré-fadrmaco séo
péptidos, e.g., péptidos que dirigem o ligando TLR ao local de
accédo e um péptido que possuil dois ou mais acidos carboxilicos
livres e ndo acoplados no seus terminal amino. Outros exemplos
de partes de prdé-fadrmaco clivéveis incluem grupos éster,
grupos éter, grupos acilo, grupos alquilo, grupos fosfato,
grupos sulfonato, N-6xidos e grupos carbonilo terc-butdxilo.

Em algumas concretizacgdes o agonista TLR é um agonista TLR
monomérico. Noutras concretizacdes o) agonista TLR é
multimerizado, e.g., o agonista TLR ¢é polimérico. Em algumas
concretizacgdes, um agonista TLR multimerizado é
homofuncional, e.g., é composto por um tipo de agonista TLR.
Noutras concretizacgdes, o agonista TLR multimerizado ¢é um

agonista TLR heterofuncional.

Em algumas concretizagdes, um ligando TLR é um ligando TLR
quimérico (também aqui referido como um ligando TLR
“‘heterofuncional”). Em algumas concretizacdes, o agonista TLR
quimérico compreende uma parte de agonista TLR9 e uma parte de
agonista TLR2. 0Os seguintes sao exemplos nao limitativos de
agonistas TLR heterofuncionais.

FEm algumas concretizag¢des, um ligando TLR quimérico tem a
seguinte fdérmula: (X)n-(Y)m, em que X ¢é um agonista TLR1,
agonista TLR2, agonista TLR3, agonista TLR4, agonista TLR5,
agonista TLR6, agonista TLR7, agonista TLR8 e agonista TLRY9 e
em que Y é um agonista TLR2, agonista TLR3, agonista TLR4,
agonista TLR5, agonista TLR6, agonista TLR7, agonista TLR8 e
agonista TLRY9 e n e m sdo independentemente um numero inteiro
desde 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 ou mais incluindo todos os
valores e gamas entre estes. Em determinadas concretizagdes X
ou Y é TLR9 e X ou Y é TLR2/6.
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Agonistas TLR2. Os agonistas TLR2 incluem agonistas TLR2
isolados de ocorréncia natural; e agonistas TLR2 sintéticos.
Os agonistas TLR2 isolados de uma fonte de ocorréncia natural
de agonista TLR2 sao geralmente purificados, e.g., o agonista
TLR2 purificado é pelo menos cerca de 80% puro, pelo menos
cerca de 90% puro, pelo menos cerca de 95% puro, pelo menos
cerca de 98% puro, pelo menos cerca de 99% puro ou mais de 99%
puro. Preparam-se o0s agonistas TLR2 sintéticos por meios
padrao e sao geralmente pelo menos cerca de 80% puros, pelo
menos cerca de 90% puros, pelo menos cerca de 95% puros, pelo
menos cerca de 98% puros, pelo menos cerca de 99% puros ou
mais de 99% puros.

Os agonistas TLR2 incluem agonistas TLR2 que nao estao
ligados a qualquer outro composto. Os agonistas TLR2Z incluem
agonistas TLRZ2 que estdao ligados, covalentemente ou néao
covalentemente, a um segundo composto. Em algumas
concretizagdes, liga-se um agonista TLR2 a outro composto
directamente. Noutras concretizacgdes, um agonista TLR2 esté
ligado a outro composto através de um ligante.

Os agonistas TLR2 incluem lipopéptidos triacilados e
diacilados sintéticos. Um exemplo ndoc limitativo de um ligando

TLR2 & FSL-1 (uma lipoproteina sintética derivada de
Mycoplasma salivarium 1), PamsCys (tripalmitoil-S—-gliceril
cisteina) ou S-[2,3-bis(palmitoiloxi) - (2RS)-propil] -N-

z

palmitoil-(R)-cisteina, em que “Pamz” ¢é “tripalmitoil-S-
gliceril”) (Aliprantis et al., 1999). Os derivados de Pam:Cys
sdo também agonistas TLR2 adeguados, em que o0s derivados
incluem, hidroxitricloridrato de S-[2,3-bis(palmitoiloxi)-(2-
R, S) -propil]-N-palmitoil-(R)-Cys—(S)-Ser—-(Lys)s; Pams:Cys—Ser—
Ser—-Asn-Ala; PaM:Cys—-Ser—(Lys)s; Pams:Cys—Ala-Gly; PamzCys—Ser-—
Gly; Pams:Cys—-Ser; PaM3;Cys-OMe; Pam:Cys—-OH; PamCAG, palmitoil-

Cys ((RS)—-2,3-di(palmitoiloxi)-propil)-Ala-Gly-0H; e
semelhantes, ndo se lhes limitando. OQutro exemplo nao
limitativo de um agonista TLR2 adequado é

Pam;CSKs PaMzCSKs(dipalmitoil-S—glicerilcisteina-serina-—
(lisina)as; ou PampCys—-Ser—(Lys)z) €& um lipopéptido diacilado
sintético. Descreveram-se na literatura agonistas TLR
sintéticos. Consultar, e.g., Kellner et al. (1992); Seifer et
al.(1990); Lee et al. (2003).
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Agonistas TLR3. Os agonistas TLR3 incluem agonistas TLR3
isolados de ocorréncia natural; e agonistas TLR3 sintéticos.
Os agonistas TLR3 isolados de uma fonte de ocorréncia natural
de agonista TLR3 sao geralmente purificados, e.g., o agonista
TLR3 purificado é pelo menos cerca de 80% puro, pelo menos
cerca de 90% puro, pelo menos cerca de 95% puro, pelo menos
cerca de 98% puro, pelo menos cerca de 99% puro ou mais de 99%
puro. Preparam-se agonistas TLR3 sintéticos por métodos padrao
e sao geralmente pelo menos cerca de 80% puros, pelo menos
cerca de 90% puros, pelo menos cerca de 95% puros, pelo menos
cerca de 98% puros, pelo menos cerca de 99% puros ou mais de
99% puros.

Os agonistas TLR3 incluem agonistas TLR3 que nao estao
ligados a qualquer outro composto. Os agonistas TLR3 incluem
agonistas TLR3 que estdao 1ligados, covalentemente ou néao
covalentemente, a um segundo composto. Em algumas
concretizagdes liga-se um agonista TLR3 directamente a outro
composto. Noutras concretizacgdes liga-se um agonista TLR3 a
outro composto através de um ligante.

Os agonistas TLR3 incluem ARN em cadeia dupla (ARNds) de
ocorréncia natural; ARN em cadeia dupla sintéticos; e andlogos
de ARN em cadeia dupla sintéticos; e semelhantes
(Alexopoulou et al., 2001). Um exemplo ndo limitativo de um
ARN em cadeia dupla sintético é poly(I:C).

Agonistas TLR4. Os agonistas TLR4 adequados incluem
agonistas TLR4 isolados de ocorréncia natural; e agonistas
TLR4 sintéticos. Os agonistas TLR4 isolados de uma fonte de
ocorréncia natural de agonista TLR4 sao geralmente
purificados, e.g., o agonista TLR4 purificado & pelo menos
cerca de 80% puro, pelo menos cerca de 90% puro, pelo menos
cerca de 95% puro, pelo menos cerca de 98% puro, pelo menos
cerca de 99% puro ou mais de 99% puro. Preparam-se agonistas
TLR4 sintéticos por métodos padrdo e sdo geralmente pelo menos
cerca de 80% puros, pelo menos cerca de 90% puros, pelo menos
cerca de 95% puros, pelo menos cerca de 98% puros, pelo menos
cerca de 99% puros ou mais de 99% puros.
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Os agonistas TLR4 incluem agonistas TLR4 que nédo estao
ligados a qualquer outro composto. Os agonistas TLR4 adequados
incluem agonistas TLR4 que estdo ligados, covalentemente ou
ndao covalentemente, a um segundo composto. Em algumas
concretizacdes liga-se um agonista TLR4 directamente a outro
composto. Noutras concretizacdes liga-se um agonista TLR4 a
outro composto através de um ligante. Os compostos adequados
aos quais um agonista TLR4 esté ligado incluem um
transportador, um esqueleto e semelhantes.

Os agonistas TLR4 incluem lipopolissacaridos (LPS) de
ocorréncia natural, e.g., LPS de uma vasta variedade de
bactérias Gram negativas; derivados de LPS de ocorréncia
natural; LPS sintéticos; proteina de choque térmico-60 (Hsp60)
de Dbactérias; polimeros de &cido manurdnico; flavolipinas;
4dcidos teicordénicos; pneumolisina de S. pneumoniae; fimbrias
bacterianas, proteinas de envelope do virus sincicial
respiratério; e semelhantes. O agonista TLR4 também inclui
monofosforil lipido-A sintético (MPLA, Invivogen) e
dissacédrido-hexacilo fosforilado (PHAD, Avanti Polar Lipids),
assim como outros agonistas TLR4 sintéticos.

Agonistas TLR 5. Os agonistas TLR5 adequados incluem
agonistas TLR5 isolados de ocorréncia natural; e agonistas
TLR5 sintéticos. Os agonistas TLR5 isolados de uma fonte de
ocorréncia natural de agonista TLR5 séo geralmente
purificados, e.g., o agonista TLRS5 purificado é pelo menos
cerca de 80% puro, pelo menos cerca de 90% puro, pelo menos
cerca de 95% puro, pelo menos cerca de 98% puro, pelo menos
cerca de 99% puro ou mais de 99% puro. Preparam-se agonistas
TLR5 sintéticos por métodos padrdo e sdo geralmente pelo menos
cerca de 80% puros, pelo menos cerca de 90% puros, pelo menos
cerca de 95% puros, pelo menos cerca de 98% puros, pelo menos
cerca de 99% puros ou mais de 99% puros.

Os agonistas TLR5 incluem agonistas TLR5 que nao estao
ligados a qualquer outro composto. Os agonistas TLRS adequados
incluem agonistas TLR5 que estdo ligados, covalentemente ou
ndao covalentemente, a um segundo composto. Em algumas
concretizacdes liga-se um agonista TLRS directamente a outro
composto. Noutras concretizacdes liga-se um agonista TLR5S a
outro composto através de um ligante. Os compostos adequados
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aos quais um agonista TLRS5 esté ligado incluem um
transportador, um esqueleto e semelhantes.

Os agonistas TLR5 incluem um segmento de flagelina de 22
aminodcidos altamente conservado assim como flagelina completa
e outros de seus segmentos.

Agonistas TLR7. Os agonistas TLR7 adequados incluem
agonistas TLR7 isolados de ocorréncia natural; e agonistas
TLR7 sintéticos. Os agonistas TLR7 isolados de uma fonte de
ocorréncia natural de agonista TLR7 séo geralmente
purificados, e.g., o agonista TLR7 purificado ¢é pelo menos
cerca de 80% puro, pelo menos cerca de 90% puro, pelo menos
cerca de 95% puro, pelo menos cerca de 98% puro, pelo menos
cerca de 99% puro ou mais de 99% puro. Preparam-se agonistas
TLR7 sintéticos por métodos padrdo e sdo geralmente pelo menos
cerca de 80% puros, pelo menos cerca de 90% puros, pelo menos
cerca de 95% puros, pelo menos cerca de 98% puros, pelo menos
cerca de 99% puros ou mais de 99% puros.

Os agonistas TLR7 incluem agonistas TLR7 que nao estao
ligados a qualquer outro composto. Os agonistas TLR7 adequados
incluem agonistas TLR7 que estdo ligados, covalentemente ou
ndo covalentemente, a um segundo composto. Em algumas
concretizacdes, liga-se um agonista TLR7 directamente a outro
composto. Noutras concretizacgdes, liga-se um agonista TLR7 a
outro composto através de um ligante.

Os 1ligandos TLR7 incluem compostos de imidazoquinolina;
andlogos de guanosina; compostos de pirimidinona tais como
andlogos de bropirimina e de bropirimina; e semelhantes. Os
compostos de imidazogquinolina que funcionam como ligandos TLR7
incluem, imiquimod, (também denominado Aldara, R-837, S-26308)
e R-848 (também denominados resiquimod, S-28463; com a

estrutura quimica: 4-amino-2-etoximetil- , -dimetil-1H-

imidazol[4,5-c]lquinolina-1-etanol), nédo se lhes limitando. Os
agentes imidazoquinolina adequados incluem aminas de
imidazoquinolina, aminas de imidazopiridina, aminas de
cicloalquilimidazopiridina fundidas em 6,7 e aminas de
imidazoquinolina em ponte 1,2. Estes compostos foram descritos
nas patentes U.S. 4 689 338, 4 929 624, 5 238 944, 5 266
575, 5 268 376, 5 346 905, 5 352 784, 5 389 640, 5 395 937, 5
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494 916, 5 482 936, 5 525 612, 6 039 969 e 6 110 929. As
espécies especificas de agentes imidazoquinolina que séo
adequados para usar num método objecto incluem R-848 (S-
28463); 4—amino-2-etoximetil- , —dimetil-1H-imidazo[4, 5-
clgquinolina-s—-i-etanol; e 1-(2-metilpropil)-1H-imidazo[4, 5-
clquinolin-4-amina (R-837 ou Imiquimod). Também €& adequado
para utilizacdo o composto hidrato de 4-amino-2-(etoximetil) -

|
H
|

, -dimetil-6,7,8,9-tetra-hidro-1H-imidazo[4,5-c]quinoclina
etanol (consultar, e.g., BM-003 em Gorden et al. (2005).

Os compostos adequados incluem os que contém uma 2-
aminopiridina fundida a um anel heterociclico de cinco membros
contendo azoto. Tais compostos incluem, por exemplo, aminas de
imidazoquinolina incluindo aminas de imidazoquinolina
substituidas tal como, por exemplo, aminas de imidazoquinolina
substituidas com amida, aminas de imidazogquinolina
substituidas com sulfonamida, aminas de imidazoguinolina
substituidas com ureia, aminas de imidazoquinolina
substituidas com éter arilico, aminas de imidazogquinolina
substituidas com éter heterociclico, aminas de
imidazoquinolina substituidas com amidoéter, aminas de
imidazoquinolina substituidas com sulfonamidoéter, éteres de
imidazoquinolina substituidas com ureia, aminas de
imidazoguinolina substituidas com tioéter e aminas de
imidazoquinolina substituidas com 6-arilo, 7-arilo, 8-arilo ou
9-arilo ou heteroarilo, nado se lhes limitando; aminas de
tetra-hidroimidazogquinolina incluindo aminas de tetra-
hidroimidazoguinolina substituidas com amida, aminas de tetra-
hidroimidazoguinolina substituidas com sulfonamida, aminas de
tetra-hidroimidazoquinolina substituidas com ureia, aminas de

tetra-hidroimidazoquinolina substituidas com ariléter, aminas

de tetra-hidroimidazoquinolina substituidas com éter
heterociclico, aminas de tetra-hidroimidazoquinolina
substituidas com amidoéter, aminas de tetra-

hidroimidazoguinolina substituidas com sulfamidoéter, éteres
de tetra-hidroimidazoquinolina substituidas com ureia e aminas
de tetra-hidroimidazoguinolina substituidas com tioéter, néo
se lhes limitando; aminas de imidazopiridina incluindo aminas
de imidazopiridina substituidas com amida, aminas de
imidazopiridina substituidas com sulfonamida, aminas de
imidazopiridina substituidas com ureia, aminas de
imidazopiridina substituidas com ariléter, aminas de
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imidazopiridina substituidas com éter heterociclico, aminas de
imidazopiridina substituidas com amidoéter, aminas de
imidazopiridina substituidas com sulfonamidoéter, éteres de

imidazopiridina substituidos com ureia e aminas de
imidazopiridina substituidas com tioéter; aminas de
imidazogquinolina com ponte em 1,2; aminas de
cicloalgquilimidazipiridina fundidas em 6,7; aminas de

imidazonaftiridina; aminas de tetra-hidroimidazonaftiridina;
aminas de oxazoloquinolina; aminas de tiazologuinolina; aminas
de oxazolopiridina; aminas de tiazolopiridina; aminas de
oxazolonaftiridina; aminas de tiazolonaftiridina; e dimeros de
l1H-imidazo fundidos a aminas de piridina, aminas de
quinolina, aminas de tetra-hidroquinolina, aminas de
naftiridina e aminas de tetra-hidronaftiridina, nado se lhes
limitando.

Os compostos incluem uma amina de 1imidazoquinolina
substituida, uma amina de tetra-hidroimidazoquinolina, uma
amina de imidazopiridina, uma amina de imidazogquinolina com
ponte em 1,2, uma amina de cicloalgquilimidazopiridina fundida
em 6,7, uma amina de imidazonaftiridina, uma amina de tetra-
hidroimidazonaftiridina, uma amina de oxazoloquinolina, uma
amina de tiazologquinolina, uma amina de oxazolopiridina, uma
amina de tiazolopiridina, uma amina de oxazolonaftiridina e
uma amina de tiazolonaftiridina.

Tal como aqui utilizado, uma amina de imidazogquinolina
substituida refere-se a uma amina de imidazoquinolina
substituida com amida, uma amina de imidazoquinolina
substituida com sulfonamida, uma amina de imidazogquinolina
substituida com ureia, uma amina de imidazogquinolina
substituida com ariléter, uma amina de imidazoquinolina
substituida com éter heterociclico, uma amina de
imidazoquinolina substituida com amidoéter, uma amina de
imidazoquinolina substituida com sulfonamidoéter, um éter de
imidazogquinolina substituido com ureia, aminas de
imidazoquinolina substituidas com tioéter ou aminas de
imidazoquinolina substituidas com 6-arilo, 7-arilo, 8-arilo ou
9-arilo ou heteroarilo.

Os andlogos de guanosina que funcionam como ligandos TLR7
incluem determinados ribonucledtidos e desoxirribonucledtidos
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de guanina substituidos em C8 e dissubstituidos em N7 e C8,
incluindo, Loxorribina (7-alil-8-oxoguanosina), 7-tia-8-oxo-—
guanosina (TOG), 7-desazaguanosina e 7-desazadesoxiguanosina
(Lee et al., 2003), né&o se lhes limitando. Bropirimina (PNU-
54461), uma 5-halo-6-fenilpirimidinona e andlogos de
bropirimina sdo descritos na literatura e sdo também adequados
para utilizacdo. Consultar, e.g., Vroegop et al. (1999). Os
exemplos adicionais de guanosinas substituidas em C8 adequadas
incluem 8-mercaptoguanosina, 8-bromoguanosina, 8-
metilguanosina, 8-oxo-7,8-di-hidroguanosina, C8-arilamino-2’ -

desoxiguanosina, C8-propinilguanosina, ribonucledsidos de
guanina substituidos em C8 e em N7 tais como 7-alil-8-
oxoguanosina (loxorribina) e 7-metil-8-oxoguanosina, 8-
aminoguanosina, 8-hidroxi-2’ -desoxiguanosina e 8-

hidroxiguanosina, nédo se lhes limitando.

Em algumas concretizagdes um ligando TLR7 guanina
substituida € monomérico. Noutras concretizagdes um ligando
TLR7 guanina substituida ¢ multimérico. Assim, em algumas
concretizagdes, um ligando TLR7 tem a fédrmula: (B)g, em que B
¢ um ligando TLR7 guanina substituida e g ¢ 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7, 8, 9 ou 10. Os mondmeros de ligando TLR7 individuais num
ligando TLR7 multimérico estdo ligados, covalentemente ou néao
covalentemente, quer directamente entre si, quer através de um
ligante. Os agonistas TLR7 adequados incluem um ligando TLR7
tal como descrito na publicacdo de patente U.S. 2004/0162309.

Em algumas concretizagdes, um agonista TLR7 é um agonista
TLR7 selectivo, e.g., o agonista modula a actividade celular
através de TLR7, mas ndo modula a actividade celular através
de TLR8. O0Os agonistas selectivos para TLR7 incluem o0s
apresentados na publicacdo de patente U.S. 2004/0171086. Tais
compostos agonistas selectivos TLR7 incluem N!-{4-[4-amino-2-
(2-metoxietil)- 6,7,8,9-tetra-hidro-1H-imidazo[4,5-c]lquinolin-
1-il]butil}-4-fluoro-l-benzenossulfonamida, Ni-[4-(4-amino-2-
(2-metoxietil)-1H- imidazo[4,5-c]lguinolin-1-il)butil]-4-
fluoro-1- benzenossulfonamida, N-[4- (4-amino—-2-propil-1H-
imidazo[4,5-c]lquinolin-1-il)butil]lmetanossulfonamida, N-{3-[4-
amino—-2-(2- metoxietil)-1H- imidazol[4,5-c]lgquinolin-1-il]-2,2-
dimetilpropillbenzamida, N-(2-{2-[4-amino-2- (2-metoxietil) -1
H- imidazo[4,5-clquinolin-1-il]Jetoxi} etil) -N-
metilmetanossulfonamida, N-(2-{2-[4-amino—-2- (2-metoxietil) —
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6,7,8,9-tetra-hidro-1H-imidazo[4,5-c]lquinolin-1-
illetoxiletil)benzamida, N-[4-(4-amino-2-metil-1H-imidazo[4,5-
clquinolin-1-il)butil]ciclopentanccarboxamida, 1-[4-(1,1-
dioxidoisotiazolidin-2-1l)butil]-2-(2-metoxietil)-1H-
imidazo[4, 5-c]guinolin-4-amina, 2-metil-1-[5-
metilsulfonil)pentil-6,7,8,9-tetra-hidro-1H-imidazo[4,5-
clguinolin-4-amina, N- {2-[4-amino—-2-(etoximetil)-6,7-dimetil-
1H-imidazo[4,5-c]piridin-1-i1]-1,1-dimetiletil}-N-ciclo—
hexilureia, N-[2-(4-amino-2-etil-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-1-
il)-1,1l-dimetiletillbenzamida, N-[3-(4-amino—-2-butil-1H-
imidazo[4,5-c]l]guinolin-1-il1) -2, 2~
dimetilpropil]lmetanossulfonamida, 1-[6-
(metanossulfonil)hexil]-6,7-dimetil-2-propil-1H-imidazo[4, 5
clpiridin-4-amina, 6— (6—amino-2-propil-1H-imidazo[4, 5-
clguinolin-1-il) -N-metoxi-N-metil-hexamida, 1-[2,2-dimetil-3-
(metilsulfonil)propil]-2-(etoximetil)-1H-imidazo[4,5—
clguinolin—-4-amina, N-[4- (4-amino-2-metil-1H-imidazo[4, 5-
clquinolin-1-il)butil]-N-metil-N-fenilureia, 1-{3-[4-amino-1-
(2-metilpropil)-1H-imidazo[4,5-c]lquinolin-8-il]fenil}etanona,
7-(4-amino-2-propil-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-1-il)-2-metil-
heptan-2-o01, N-metil-4- (4-amino-2-etil-1H-imidazo[4, 5-
clguinolin-1-il)butano-l1-sulfonamida, N-(4-metoxibenzil)-4-(4-
amino-2-etil-1H-imidazo[4,5-c]lquinolin-1-i1)butano-1-
sulfonamida, N-{2-[4-amino—-3- (etoximetil) -6, 7-dimetil-1H-
imidazo[4,5-clpiridin-1-i1]1-1,1-
dimetiletil}metanossulfonamida, 2—etoximetil-1-(3-
metoxipropil)—-7-(5-hidroximetilpiridin—-3-il)-1H-imidazo[4, 5-
clquinolin-4-amina, 1-[(2,2-dimetil-1, 3-dioxolan-4-il)metil] -
2—(etoximetil) -7-(piridin-3-il)-1H-imidazo[4,5-c]lquinolin-4-
amina, éster etilico do &cido 4-[3-(4-amino-6,7-dimetil-2-
propil-1H-imitizo[4,5-c]piridin-1-il)propano—1-
sulfonillbenzdico, 2-butil-1-{2-[2-(metilsulfonil)etoxiletil}-
1H-imidazo[4,5-c]quinolin-4-amina, N-(2-{4-amino-2-etoximetil-
7-[6- (metanossulfonilamino)hexiloxi]—-1H-imidazo[4, 5—-
clguinolin-1-il}-1,1-dimetiletil)metanossulfonamida, N-(6-{[4-
amino-2-etoximetil-1-(2-metanossulfonilamino-2-metilpropil) -
lH-imidazo[4,5-c]guinolin-7-1l1]oxithexil)acetamida, 1-[4-(1,1-
dioxidoisotiazolidin-2-1il)butil]-2-etoximetil-7-(piridin-3-
il)-1H-imidazo[4,5-c]lquinolin-4-amina, 1-[4-(1,1-
dioxidoisotiazolidin-2-il)butil]-2-etoximetil-7-(piridin-4-
il)-1H-imidazo[4, 5-c]gquinolin-4-amina, 1-14-(1,1-
dioxidoisotiazolidin-2-1il)butil]-2-etoximetil-7-fenil-1H-
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imidazo[4,5-c]l]guinolin-4-amina, 2-(etoximetil)-1-{[1-
(metilsulfonil)piperidin-4-il]lmetil}-7-(piridin-3-il)-1H-

imidazo[4,5-c]lquinolin-4-amina, 2—(etoximetil)-1-[(1-
isobutirilpiperidin-4-il)metil]-7-(piridin-3-1il1)-1H-

imidazo[4, 5-c]guinolin-4-amina, 2—(etoximetil)-1-{[1-
(morfolic—-4-ilcarbonil)piperidin-4-illmetil}-7-(piridin-3-1il) -
1H-imidazo[4,5-c]quinoclin-4-amina, acido
ciclopropanocarboxilico [3—-(4-amino-2-propil-1H-imidazo[4, 5-
clguinolin—-1-il)propoxilamida, éster do adcido
isopropilcarbamico d-amino-2- (2-metoxietil)-1-propil-1H-
imidazol4,5-c]lquinolin-7-11, etil 4- (4-amino—-2-propil-1H-
imidazo[4,5-c]guinolin-1-il)butirato, l1-[4-amino-2-etil-7-

(piridin-3-il) -1H-imidazo[4,5-clquinolin-1-il]-2-metilpropan—
2-0l, 1-(4-amino-2-etil-7-[5- {hidroximetil)piridin-3-il]-1H-
imidazo[4,5-c]guinolin-1-il}-2-metilpropan-2-o0l, 1-(3-[4-
amino-2- (2-metoxietil)-8-(piridin-3-il)-1H-imidazo[4, 5-
clguinolin-1-il]lpropil]pirolidin—-2-ona, N-(2-{4-amino—-2-
etoximetil-7-[6— (metanossulfonilamino)hexiloxi]-1H-
imidazo[4,5-c]lquinolin-1-i1}-1,1-dimetiletil)acetamida, 1-{3-
[4-amino-7- (3-hidroximetilfenil)-2-(2-metoxietil)-1H-
imidazo[4,5-c]lguinolin-1-il]lpropill}lpirrolidin-2-ona, N-{4-[4-
amino-2-etoximetil-7-(piridin-3-il)-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-
1-il]butil}-N’" -propilureia, N-{4-[4-amino-2-etoximetil-7-
(piridin-3-il)-1H-imidazo[4,5-c]lguinolin-1-
illbutil}butiramida, 5-(4-amino-2-propil-1H-imidazo[4, 5-
clguinolin-1-il)-4,4-dimetilpentan-2-ona, l-ciclo-hexilmetil-
2—etoximetil-7—-(5-hidroximetilpiridin-3-il)-1H-imidazo[4, 5
clquinolin-4-amina, N,N-dimetil-5-(4-amino-2-etoximetil-1H-
imidazo[4,5-c]lquinolin-1-il)pentano-1-sulfonamida, N—{3-[ (4-
amino-2-etoximetil-1H-imidazo[4,5-c]guinolin-1-
il)amino]lpropil}metanossulfonamida e/ou N, N-dimetil-4- (4-
amino-2-etoximetil-1H-imidazo[4,5-c]lquinolin-1-il)butano-1-
sulfonamida.

Agonistas selectivos TLR7 adequados adicionais incluem, 2-
(etoximetil)-1-(2-metilpropil)-1H-imidazo[4,5-c]lgquinolin-4-
amina (patente U.S. 5 389 640); 2-metil-1-[2—-(3-piridin-3-
ilpropoxi)etil]-1H-imidazo [4,5-c]guinolin—-4-amina (WO
02/46193); N-(2-{2-[4-amino-2—- (2-metoxietil)-1H-imidazo[4, 5-
clguinolin-1-illetoxi}etil)-N-metilciclo—-hexanocarboxamida
(publicacéao de patente U.S. 2004/0171086) ; 1-[2-
(benziloxi)etil]-2-metil-1H-imidazo[4,5-c]lgquinolin-4-amina (WO
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02/46189) ; N-{8-[4-amino-2- (2-metioxietil)-1H-imidazo[4, 5-
clguinolin-1-il]Joctil}-N-fenilureia (publicacdao de patente
U.S. 2004/0171086 (IRMS)); 2-butil-1-[5-
(metilsulfonil)pentil]-1H-imidazo[4,5-clquinolin-4-amina (WO
02/46192) ; N-{3-[4-amino-2- (2-metoxietil)-1H-imidazo[4, 5-
clguinolin-1-il]lpropil}-4-metilbenzenossulfonamida (patente

U.S. 6 331 539); e N-[4-(4-amino-2-etil-1H-imidazo[4, 5-
clquinolin-1-il)butil]ciclo-hexanocarboxamida (publicacdo de
patente U.S. 2004/0171086 (IRM8)), ndo se lhes limitando.
Também ¢ adequado para utilizacdo o agonista selectivo de TLR7
N-[4-(4-amino-2-etil-1H-imidazo[4,5-clquinolin-1-il)butil-
Jmetanossulfonamida (Gorden et al., 2005).

Agonistas TLR8. Os agonistas TLR8 adequados incluem
agonistas TLR8 isolados de ocorréncia natural; e agonistas
TLR8 sintéticos. Os agonistas TLR8 isolados de uma fonte de
ocorréncia natural de agonista TLRS sao geralmente
purificados, e.g., o agonista TLR8 purificado & pelo menos
cerca de 80% puro, pelo menos cerca de 90% puro, pelo menos
cerca de 95% puro, pelo menos cerca de 98% puro, pelo menos
cerca de 99% puro ou mais de 99% puro. Preparam-se agonistas
TLR8 sintéticos por métodos padrdao e sao geralmente pelo menos
cerca de 80% puros, pelo menos cerca de 90% puros, pelo menos
cerca de 95% puros, pelo menos cerca de 98% puros, pelo menos
cerca de 99% puros ou mais de 99% puros.

Os agonistas TLR8 incluem agonistas TLR8 que nao estao
ligados a qualguer outro composto. Os agonistas TLR8 incluem
agonistas TLR8 que estdo ligados, covalentemente ou néao
covalentemente, a um segundo composto. Em algumas
concretizacdes liga-se um agonista TLR8 directamente a outro
composto. Noutras concretizacgdes liga—-se um agonista TLR8 a
outro composto através de um ligante.

Os agonistas TLR8 incluem compostos tais como R-848 e seus
derivados e andlogos, nado se lhes limitando. Os agonistas TLRS
adequados incluem compostos com Z2-aminopiridina fundida a um
anel heterociclico de <c¢inco membros contendo azoto. Tais
compostos 1ncluem, por exemplo, aminas de imidazoquinolina
incluindo aminas de imidazoquinolina substituidas tal como,
por exemplo, aminas de imidazoquinolina substituidas com
amida, aminas de imidazoquinolina substituidas com
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sulfonamida, aminas de imidazoquinolina substituidas com
ureia, aminas de imidazoquinolina substituidas com éter
arilico, aminas de imidazoquinolina substituidas com éter
heterociclico, aminas de imidazoquinolina substituidas com
amidoéter, aminas de imidazoquinolina substituidas com
sulfonamidoéter, éteres de imidazoquinolina substituidas com
ureia, aminas de imidazoquinolina substituidas com tiocéter e
aminas de imidazoquinolina substituidas com 6-arilo, 7-arilo,
8-arilo ou 9-arilo ou heteroarilo, n&o se lhes limitando;
aminas de tetra-hidroimidazoquinolina incluindo aminas de
tetra-hidroimidazoquinolina substituidas com amida, aminas de
tetra-hidroimidazogquinolina substituidas com sulfonamida,
aminas de tetra-hidroimidazoguinolina substituidas com ureia,
aminas de tetra-hidroimidazoquinolina substituidas com
ariléter, aminas de tetra-hidroimidazoquinolina substituidas
com éter heterociclico, aminas de tetra-hidroimidazoquinolina
substituidas com amidoéter, aminas de tetra-
hidroimidazoquinolina substituidas com sulfonamidoéter, éteres
de tetra-hidroimidazogquinolina substituidos com ureia e aminas
de tetra-hidroimidazoguinolina substituidas com tioéter, néo
se lhes limitando; aminas de imidazopiridina incluindo aminas
de imidazopiridina substituidas com amida, aminas de
imidazopiridina substituidas com sulfonamida, aminas de
imidazopiridina substituidas com ureia, aminas de
imidazopiridina substituidas com ariléter, aminas de
imidazopiridina substituidas com éter heterociclico, aminas de
imidazopiridina substituidas com amidoéter, aminas de
imidazopiridina substituidas com sulfonamidoéter, éteres de

imidazopiridina substituidos com ureia e aminas de
imidazopiridina substituidas com tioéter; aminas de
imidazogquinolina com ponte em 1,2; aminas de
cicloalgquilimidazipiridina fundidas em 6,7; aminas de

imidazonaftiridina; aminas de tetra-hidroimidazonaftiridina;
aminas de oxazoloquinolina; aminas de tiazologuinolina; aminas
de oxazolopiridina; aminas de tiazolopiridina; aminas de
oxazolonaftiridina; aminas de tiazolonaftiridina; e dimeros de
1H-imidazo fundidos a aminas de piridina, aminas de
quinolina, aminas de tetra-hidroquinolina, aminas de
naftiridina ou aminas de tetra-hidronaftiridina, nado se lhes
limitando.
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Numa concretizacdo particular, o agonisto TLR8 & uma amina
de imidazoquinolina substituida com amida. Numa concretizacgao
alternativa, o agonista TLR8 ¢ uma amina de imidazoquinolina
substituida com sulfonamida. Noutra concretizagdo alternativa,
o agonista TLR8 ¢é uma amina de imidazoquinolina substituida
com ureia. Noutra concretizacdo alternativa, o agonista TLR8 é
uma amina de imidazoquinolina substituida com ariléter. Noutra
concretizacdo alternativa, o agonista TLR8 €& uma amina de
imidazoguinolina substituida com éter heterociclico. Noutra
concretizagdo alternativa, o agonista TLR8 € uma amina de
imidazoquinolina substituida com amidoéter. Noutra
concretizacdo alternativa, o agonista TLR8 ¢é uma amina de
imidazoguinolina substituida com sulfonamidoéter. Noutra
concretizagdo alternativa, o agonista TLR8 & um éter de
imidazoquinolina substituido com ureia. Noutra concretizacgédo
alternativa, o agonista TLR8 ¢ uma amina de imidazoquinolina
substituida com tiocéter. Noutra concretizacéo alternativa, o
agonista TLR8 é uma amina de imidazoquinolina substituida com

6—-arilo, 7-arilo, 8-arilo ou 9-arilo ou heteroarilo.

Noutra concretizacgdo alternativa, o agonista TLR8 €& uma
amina de tetra-hidroimidazoquinolina substituida com amida.
Noutra concretizacdo alternativa, o agonista TLR8 € uma amina
de tetra-hidroimidazoquinolina substituida com sulfonamida.
Noutra concretizacdo alternativa, o agonista TLR8 € uma amina

de tetra-hidroimidazoquinolina substituida com ureia.

Noutra concretizacdo alternativa, o agonista TLR8 €& uma
amina de tetra-hidroimidazoguinolina substituida com ariléter.
Noutra concretizacdo alternativa, o agonista TLR8 é uma amina
de tetra-hidroimidazoquinolina substituida com éter
heterociclico. Noutra concretizacgdo alternativa, o agonista
TLR8 ¢ uma amina de tetra-hidroimidazoquinolina substituida
com amidoéter. Noutra concretizacdo alternativa, o agonista
TLR8 ¢ uma amina de tetra-hidroimidazogquinolina substituida
com sulfonamidoéter. ©Noutra concretizacdo alternativa, o)
agonista TLR8 ¢é um éter de tetra-hidroimidazoquinolina
substituido com wureia. Noutra concretizacdo alternativa, o
agonista TLR8 ¢ uma amina de tetra-hidroimidazoguinolina
substituida com tioéter.
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Noutra concretizagdo alternativa, o agonista TLR8 € uma
amina de imidazopiridina substituida com amida. Noutra
concretizacdo alternativa, o agonista TLR8 €& uma amina de
imidazopiridina substituida com sulfonamida. Noutra
concretizagdo alternativa, o agonista TLR8 € uma amina de
imidazopiridina substituida com wureia. Noutra concretizacgdao
alternativa, o agonista TLR8 é uma amina de imidazopiridina
substituida com ariléter. Noutra concretizacdo alternativa, o
agonista TLR8 ¢é uma amina de imidazopiridina substituida com
éter heterociclico. Noutra concretizacdo alternativa, o)
agonista TLR8 é uma amina de imidazopiridina substituida com
amidoéter. Noutra concretizacdo alternativa, o agonista TLR8 é
uma amina de imidazopiridina substituida com sulfonamidoéter.
Noutra concretizacdo alternativa, o agonista TLR8 é um éter
imidazopiridina substituido com wureia. Noutra concretizacgao
alternativa, o agonista TLR8 é uma amina de imidazopiridina

substituida com tioéter.

Noutra concretizacgdo alternativa, o agonista TLR8 & uma
amina de imidazopiridina com ponte em 1,2. Noutra
concretizacdo alternativa, o agonista TLR8 €& uma amina de
cicloalgquilimidazopiridina fundida em 6, 7.

Noutra concretizagdo alternativa, o agonista TLR8 & uma
amina de imidazonaftiridina. Noutra concretizacdo alternativa,
o agonista TLR8 ¢& uma amina de tetra-hidroimidazonaftiridina.
Noutra concretizacdo alternativa, o agonista TLR8 é uma amina
de oxazoloquinolina. Noutra concretizagdo alternativa, o
agonista TLR8 ¢é uma amina de tiazoloquinolina. Noutra
concretizagdo alternativa, o agonista TLR8 € uma amina de
oxazolopiridina. Noutra concretizacdo alternativa, o agonista
TLR8 ¢é uma amina de tiazolopiridina. Noutra concretizacéo
alternativa, o agonista TLRS8 é uma amina de
oxazolonaftiridina. Noutra concretizacéo alternativa, o)
agonista TLR8 é uma amina de tiazolonaftiridina.

Ainda noutra concretizacdo alternativa, o agonista TLR8 é
um de mero de 1lH-imidazo fundido com uma amina de piridina,
amina de guinolina, amina de tetra-hidroguinolina, amina de
naftiridina ou uma amina de tetra-hidronaftiridina.
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Em algumas concretizagdes, o agonista TLR8 é um agonista
TLR8 selectivo, e.g., o agonista modula a actividade celular
através de TLR8, mas ndo modula a actividade celular através
de TLR7. Os agonistas selectivos de TLR8 incluem os da
publicacdo de patente U.S. 2004/0171086. Talis compostos
agonistas TLR8 selectivos incluem os compostos apresentados na
publicacdo de patente U.S. N¢ 2004/0171086 que inclui N-{4-[4-
amino-2-(2-metoxietil)-1H-imidazo[4,5-c]lgquinolin-1-
illbutil}gquinolin-3-carboxamida, N-{4-[4-amino—2- (2—
metoxietil)-1H-imidazo[4,5-c]guinolin-1-il]butil}gquinoxolina-
2—-carboxamida e N-[4-(4-amino-2-propil-1H-imidazo[4, 5-
clguinolin-1-il)butil]morfolina-4-carboxamida, nao se lhes
limitando.

Outros agonistas selectivos TLR8 adequados incluem, 2-
propiltiazolo[4,5-clguinolin—-4-amina (patente U.S. 6 110 929);
Nl-[2-(4-amino—-2-butil-1H-imidazo[4,5-c][1l,5]naftiridin-1-
il)etil]-2-amino-4-metilpentanamida (patente U.S. 6 194 425);
Ni-[4-(4-amino—-1H-imidazo[4, 5-clquinolin-1-il)butil]-2-fenoxi-
benzamida (patente U.S. 6 451 810); N!-[2-(4-amino-2-butil-1H-
imidazo[4,5-c]guinolin-1-il)etil]-1-propanossulfonamida
(patente U.S. 6 331 539); N-{2-[2-(4-amino—-2-etil-1H-
imidazo[4,5-clquinolin-1-il)etiloxi]etil}-N’ -fenilureia
(publicacéao de patente U.S. 2004/0171086) ; 1-{4-[3,5-
diclorofenil)tio]butil}-2-etil-1H-imidazo[4,5-c]guinolin—-4-
amina (publicacdo de patente U.S. 2004/0171086); N-{2-[4-
amino-2- (etoximetil)-1H-imidazo[4,5-c]lgquinolin-1-il]etil }-N" -
(3-cianofenil)ureia (WO 00/76518 e publicacdo de patente U.S.
ne 2004/0171086) ; e 4—amino- , —dimetil-2-metoxietil-1H-
imidazo[4,5-c]lguinolina-l-etanol (patente U.S. 5 389 640), néao
se lhes limitando. Incluem-se para uso como agonistas TLRS
selectivos, os compostos da publicacdo de patente U.S. n?@
2004/0171086. Também adequado para uso € o composto 2-
propiltiazolo—-4,5-clquinolin-4-amina (Gorden et al., 2005
anteriormente) .

Agonistas TLR9. Os agonistas TLRY adequados incluem
agonistas TLRY9 isolados de ocorréncia natural; e agonistas
TLRY9 sintéticos. Os agonistas TLRY9 isolados de uma fonte de
ocorréncia natural de agonista TLRY séo geralmente
purificados, e.g., o agonista TLRY9 purificado ¢é pelo menos
cerca de 80% puro, pelo menos cerca de 90% puro, pelo menos
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cerca de 95% puro, pelo menos cerca de 98% puro, pelo menos
cerca de 99% puro ou mais de 99% puro. Preparam-se agonistas
TLRY9 sintéticos por métodos padrdo e sdo geralmente pelo menos
cerca de 80% puros, pelo menos cerca de 90% puros, pelo menos
cerca de 95% puros, pelo menos cerca de 98% puros, pelo menos
cerca de 99% puros ou mais de 99% puros.

Os agonistas TLRY9 incluem agonistas TLR9 que nédo estéo
ligados a qualgquer outro composto. Os agonistas TLR9Y9 incluem
agonistas TLRY9 que estao 1ligados, covalentemente ou néao
covalentemente, a um segundo composto. Em algumas
concretizacgdes liga-se um agonista TLR9 directamente a outro
composto. Noutras concretizacdes liga-se um agonista TLRY a
outro composto através de um ligante.

Os exemplos de agonistas TLR9 (também aqui denominados
“ligandos TLR9”) incluem &cidos nucleicos compreendendo a
sequéncia 5’ -CG-3'/ (um “aAcido nucleico CpG”), em determinados
aspectos C ndo é metilado. As expressdes “polinucledtido” e
“acido nucleico” tal como agqui usadas indiferentemente no
contexto de moléculas de ligando TLRY9, referem-se a um
polinucledétido de qualgquer comprimento e abrangem, entre
outros, oligonucledétidos em cadeia simples e em cadeia dupla
(incluindo desoxirribonucledtidos, ribonucledtidos ou ambos),
oligonucledtidos modificados e oligonucledsidos, sozinhos ou
como parte de uma construcdo maior de &cido nucleico ou como
parte de um conjugado com uma molécula que nao seja de &acido
nucleico tal como um polipéptido. Assim, um ligando TLR9 pode
ser, por exemplo, ADN em cadeia simples (ADNss), ADN em cadeia
dupla (ADNds), ARN em cadeia simples (ARNss) ou ARN em cadeia
dupla (ARNds). Os 1ligandos TLRY9 também abrangem ARN ou ADN
bacterianos impuros e desintoxicados (e.g., de micobactérias),
assim como plasmideos enriquecidos, enriquecidos no ligando
TLRY9. Em algumas concretizacgdes, um “plasmideo enrigquecido em
ligando TLR9” refere-se a um plasmideo linear ou circular que
compreende ou € concebido racionalmente para compreender, um
maior numero de motivos CpG do que o normalmente encontrado em
ADN de mamifero.

Descrevem-se exemplos ndo limitativos de plasmideos
enriquecidos em ligando TLRY9 em Roman et al. (1997). As
modificacdes de oligonucledétidos incluem modificacdes do grupo
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3’ OH ou 5’ OH, modificacgbdes da base de nucledétido, modificacdes
da componente de acuUcar e modificacdes do grupo fosfato, néo
se lhes limitando.

Um ligando TLRY9 pode compreender pelo menos um nucledsido
compreendendo um L-acgucar. O L-acglUcar pode ser desoxirribose,
ribose, pentose, desoxipentose, hexose, desoxi-hexose,
glucose, galactose, arabinose, xilose, 1lixose ou um grupo
ciclopentilo de “andlogo” de acucar. O L-aguUcar pode estar na
forma piranosilo ou furanosilo.

Os ligandos TLR9 geralmente ndo proporcionam, nem ha
qualguer requisito para que proporcionem, expressao de
qualguer sequéncia de aminodcidos codificada pelo
polinucledtido e assim a sequéncia de um ligando TLRY9 pode ser
ndo codificante e geralmente ¢é n&o codificante. 0Os ligandos
TLRY9 podem compreender uma molécula linear em cadeia dupla ou
em cadeia simples, uma molécula circular ou podem compreender
tanto segmentos lineares como circulares. Os ligandos TLR9
podem ser em cadeia simples ou podem ser completa ou
parcialmente em cadeia dupla.

Em algumas concretizagbes um ligando TLRY para uso num
método objecto é um oligonucledétido, e.g., consiste de uma
sequéncia desde <cerca de 5 nucledtidos a cerca de 200
nucledtidos, desde cerca de 10 nucledtidos a cerca de 100
nucledtidos, desde cerca de 12 nucledtidos a cerca de 50
nucledtidos, desde cerca de 15 nucledtidos a cerca de 25
nucledtidos, desde 20 nucledtidos a cerca de 30 nucledtidos,
desde cerca de 5 nucledtidos a cerca de 15 nucledtidos, desde
cerca de 5 nucledétidos a cerca de 10 nucledtidos ou desde
cerca de 5 nucledtidos a cerca de 7 nucledtidos de
comprimento. Em algumas concretizacgdes, um ligando TLR9 que
tem menos de cerca de 15 nucledétidos, menos de cerca de 12
nucleétidos, menos de cerca de 10 nucledétidos ou menos de
cerca de 8 nucledétidos de comprimento estd associado a uma
molécula maior.

Em algumas concretizacdes um ligando TLRY9 ndo proporciona
expressao de um péptido ou polipéptido numa célula
eucaridética, e.g., a introducdo de um ligando TLRY9 numa célula
eucaridética ndo resulta na producdo de um péptido ou
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polipéptido porque o ligando TLRY9 ndo proporciona transcrigédo
de um ARNm que codifica um péptido ou polipéptido. Nestas
concretizacgdes, um ligando TLRY9 nédo apresenta regides de
promotor e outros elementos de controlo necessarios para
transcricdo numa célula eucaridtica.

Pode isolar-se um ligando TLRY9 a partir de uma bactéria,
e.g., separada de uma fonte bacteriana; produzido por métodos
sintéticos (e.g., produzido por métodos padrdo para sintese
quimica de polinucledtidos) ; produzido por métodos
recombinantes padrdo, seguidamente isolado a partir de uma
fonte bacteriana; ou uma combinacdo dos anteriores. Em muitas
concretizagbes, o ligando TLRS ¢é purificado, e.g., é pelo
menos cerca de 80% puro, pelo menos cerca de 90% puro, pelo
menos cerca de 95% puro, pelo menos cerca de 98% puro, pelo
menos cerca de 99% puro ou mais, e.g., 99,5%, 99,9% puro ou
mais. Em muitas concretizacgdes, o ligando TLRYS ¢é sintetizado
quimicamente e seguidamente purificado.

Em outras concretizacdes, um ligando TLR9 & parte de uma
construcédo de nucledétidos maiores (e.g., um vector de
plasmideo, um vector virico ou outra de tais construcgdes). E
conhecida na especialidade uma vasta variedade de vectores
plasmidicos e viricos e nédo € necessario aqui elaborar sobre o
assunto. Tem sido descrito um grande numero de tais vectores
em varias publicac¢des, incluindo, e.g., Current Protocols in
Molecular Biology, (1987 e actualizacdes).

De um modo geral, um ligando TLRY9 usado numa composicao
objecto compreende pelo menos um motivo CpG ndo metilado. A
posicdo relativa de qualgquer sequéncia CpG num polinucledtido
em determinadas espécies de mamiferos (e.g., roedores) é 57 -
CG-3’ 1.e., a C estd na posicdo 5’ relativamente a G na
posicao 37 ).

Em algumas concretizacdes, um ligando TLRY compreende uma
sequéncia nuclear palindrdémica central compreendendo pelo
menos uma sequéncia CpG, em gue a sequéncia nuclear
palindrdémica central contém um esqueleto fosfodiéster e em que
a sequéncia nuclear palindrdémica central & flangqueada de um ou
de ambos os lados por sequéncias de poliguanosina contendo um
esqueleto fosforotiolato.
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Noutras concretizacgdes, um ligando TLRY9 compreende uma ou
mais sequéncias TCG no terminal 5’ do &cido nucleico ou perto
deste; e pelo menos dois dinucledtidos CG adicionais. Em
algumas destas concretizacgdes, 0Ss pelo menos dois
dinucledtidos CG adicionais estdo espacados entre si por trés
nucledétidos, dois nucledétidos ou um nucledtido. Em algumas
destas concretizacgdes, o0s pelo menos dois dinucledétidos CG
adicionais sdo contiguos entre si. Em algumas destas
concretizacdes, o ligando TLRY9 compreende (TCG)n, em que n = 1
a 3 no terminal 5’ do &cido nucleico. Noutras concretizacdes,
o ligando TLRY9 compreende (TCG)n, em que n = 1 a 3 e em gque a
sequéncia (TCG)n estd flangueada por um nucledétido, dois
nucledétidos, trés nucledtidos, quatro nucledtidos ou cinco
nucledétidos na extremidade 5’ da sequéncia (TCG)n.

Os exemplos de motivos CpG consensuais de ligandos TLRY
Uteis no invento incluem: 5’ -Purina-Purina-(C)-(G)-Pirimidina-
Pirimidina-3" , em que o ligando TLR9 compreende um motivo CpG
flanqueado por pelo menos dois nucledtidos purina (e.qg., GG,
GA, AG, AA, II, etc.) e pelo menos dois nucledétidos pirimidina
(Ccc, TT, CT, TC, uu, etc.); 5’ -Purina-TCG-Pirimidina-
Pirimidina-3’ ; 5’ -TCG-N-N-3’ ; em que N é qgualgquer base; 5’
Nx (CG)nNy, em que N €& qualquer base, em que x e y séo
independentemente qualqgquer namero inteiro desde 0 a
200, e.g., O, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11-15, 16-20, 21-
25, 25-30, 30-50, 50-75, 75-100, 100-150 ou 150-200; e n é
qualquer numero inteiro que é 1 ou superior, e.g., 1, 2, 3, 4,
5 6, 7, 8, 9, 10 ou superior. 5’ -Nx(TCG)nNy, em qgue N &
qualguer base, em que x e y sao independentemente qualqguer
numero inteiro desde 0 a 200, e.g., 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,
9, 10, 11-15, 16-20, 21-25, 25-30, 30-50, 50-75, 75-100, 100-
150 ou 150-200; e n é gualguer nuUmero inteiro que é 1 ou
superior, e.g., 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 ou superior. 5’ -
(TCG)n-3" , em que n ¢é qgualquer numero inteiro que €& 1 ou
superior, e.g., para proporcionar um ligando TLRY9 baseado em
TCG (e.g., em que n=3, o polinucledtido compreende a sequéncia
5’ —TCGNNTCGNNTCG-3’ ; SEQ ID NO:3); 5’ Nm-(TCG)n-Np-3’ , em que
é qualgquer nucledétido, em que m & zero, um, dois ou trés, em
que n € qualgquer nuUmero inteiro que € 1 ou superior e em que p
¢ um, dois, trés ou quatro; 5’ Nm-(TCG)n-Np-3’ , em que N &
qualquer nucledétido, em que m é zero a 5 e em que n €& qualquer

N
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numero inteiro que é 1 ou superior, em que p ¢é quatro ou
superior e em que a sequéncia N-N-N-N compreende pelo menos
dois dinucleétidos CG que sado contiguos entre si ou estéo
separados por um nucledtido, dois nucledtidos ou trés
nucledétidos; e 5’ -Purina-Purina-CG-Pirimidina-TCG-3’ , né&o se
lhes limitando necessariamente.

Nos casos em que um ligando TLRY9 de 4cido nucleico
compreende uma sequéncia com a férmula: 5’ —-Nm- (TCG)n-Np-3’ , em
que N é qualquer nucledétido, em que m &€ zero a 5 e em que n é
qualguer numero inteiro que é 1 ou superior, em que p & quatro
ou superior e em que a sequéncia N-N-N-N compreende pelo menos
dois dinucleétidos CG que sdo contiguos entre si ou estéo
separados por um nucledtido, dois nucledétidos ou trés
nucledétidos, os exemplos de ligandos TLRY9 uteis no invento

incluem: (1) uma sequéncia com a férmula em que n=2 e Np é
NNCGNNCG; (2) uma sequéncia com a férmula em que n=2 e Np é
AACGTTCG; (3) uma sequéncia com a fédrmula em que n=2 e Np é
TTCGAACG; (4) uma sequéncia com a fédrmula em gque n=2 e Np é
TACGTACG; (5) uma sequéncia com a fédrmula em que n=2 e Np é
ATCGATCG; (6) uma sequéncia com a férmula em que n=2 e Np é
CGCGCGCG; (7) uma sequéncia com a fédrmula em que n=2 e Np é
GCCGGCCG; (8) uma sequéncia com a foérmula em gque n=2 e Np é
CCCGGGCG; (9) uma sequéncia com a férmula em que n=2 e Np é
GGCGCCCG; (10) uma sequéncia com a férmula em que n=2 e Np é
CCCGTTCG; (11) uma sequéncia com a fédrmula em que n=2 e Np &
GGCGTTCG; (12) uma sequéncia com a férmula em que n=2 e Np é
TTCGCCCG; (13) uma sequéncia com a fédrmula em que n=2 e Np é
TTCGGGCG; (14) uma sequéncia com a fédrmula em que n=2 e Np é
BACGCCCG; (15) uma sequéncia com a fédrmula em que n=2 e Np é
BAACGGGCG; (16) uma sequéncia com a férmula em que n=2 e Np é
CCCGAACG; e (17) uma sequéncia com a férmula em que n=2 e Np é

GGCGAACG; e em que, em qualquer de 1-17, m=zero, um, dois ou
trés, ndo se lhes limitando necessariamente.

Nos casos em gque um ligando TLRY9 de 4&cido nucleico
compreende uma seqgquéncia com a fdérmula: 5’ Nm—(TCG)n-Np-3’ , em
que N é gualguer nucledétido, em que m € zero, um, dois ou
trés, em que n é gualquer numero inteiro que é 1 ou superior e
em que p é um, dois, trés ou quatro, os exemplos de ligandos
TLRY Gteis no invento incluem: (1) uma sequéncia com a férmula
em que m=zero, n=1 e Np é T-T-T; (2) uma sequéncia com a
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férmula em que m=zero, n=1 e Np & T-T-T-T; (3) uma sequéncia
com a férmula em que m=zero, n=1 e Np é C-C-C-C; (4) uma
sequéncia com a férmula em que m=zero, n=1 e Np & A-A-A-A; (5)
uma sequéncia com a férmula em que m=zero, n=1 e Np é& A-G-A-T;

z

(6) uma sequéncia com a férmula em que Nm € T, n=1 e Np & T-T-
T; (7) uma sequéncia com a fédrmula em que Nm é& A, n=1 e Np é
T-T-T; (8) uma sequéncia com a férmula em que Nm € C, n=1 e Np
é T-T-T; (9) uma sequéncia com a fédrmula em que Nm & G, n=1 e
Np é& T-T-T; (10) uma sequéncia com a férmula em que Nm & T,
n=1 e Np &€ A-T-T; (11) uma seqguéncia com a fdédrmula em gque Nm &
A, n=1 e Np é A-T-T; e (12) uma sequéncia com a fdérmula em qgue

Nm & C, n=1 e Np ¢é& A-T-T, nao se lhes limitando

necessariamente.

A estrutura nuclear de um ligando TLRY9 util no invento
pode estar flanqueada a montante e/ou a Jjusante por um
qualguer numero ou composicdo de nucledtidos ou nucledsidos.
Em algumas concretizacgdes, a sequéncia nuclear de um ligando
TLRY tem pelo menos 6 bases ou 8 bases de comprimento e o
ligando TLRY9 completo (sequéncias nucleares mais sequéncias
flanqueadoras 5’ , 3’ ou ambas) tem habitualmente entre 6 bases
ou 8 bases e até cerca de 200 bases de comprimento.

Os ligandos TLRY9 baseados em ADN Uteis no invento incluem
polinucledtidos compreendendo uma ou mais das seguintes
sequéncias de nucledtidos: AGCGCT, AGCGCC, AGCGTT, AGCGTC,
AACGCT, AACGCC, AACGTT, AACGTC, GGCGCT, GGCGCC, GGCGTT,
GGCGTC, GACGCT, GACGCC, GACGTT, GACGTC, GTICGTC, GTCGCT,
GTCGTT, GTCGCC, ATCGTC, ATCGCT, ATCGTT, ATCGCC, TCGICG e
TCGTCGTCG, nao se lhes limitando necessariamente.

Os 1ligandos TLRY9 adicionais tuteis no invento incluem,
polinucledétidos compreendendo uma ou mais das seguintes
sequéncias de nucledtidos: TCGXXXX, TCGAXXX, XTCGXXX, XTCGAXX,
TCGTCGA, TCGACGT, TCGAACG, TCGAGAT, TCGACTC, TCGAGCG, TCGATTT,
TCGCTTT, TCGGTTT, TCGTTTT, TCGTCGT, ATCGATT, TTCGTTT, TTCGATT,
ACGTTCG, AACGTTC, TGACGTT, TGTCGTT, TCGXXX, TCGAXX, TCGTCG,
AACGTT, ATCGAT, GTCGTT, GACGTT, TCGXX, TCGAX, TCGAT, TCGTT,
TCGTC, TCGA, TCGT, TCGX e TCG (em que “X” ¢é qualquer
nucleétido), né&o se lhes limitando necessariamente.
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Os ligandos TLRY9 baseados em ADN uUteis no invento incluem
polinucledétidos compreendendo as seguintes sequéncias de
nucledtido octaméricas: AGCGCTCG, AGCGCCCG, AGCGTTICG,
AGCGTCCG, AACGCTCG, AACGCCCG, AACGTTCG, AACGICCG, GGCGCTCG,
GGCGCCCG, GGCGTTICG, GGCGTCCG, GACGCTICG, GACGCCCG, GACGTTICG e
GACGTCCG, nao se lhes limitando necessariamente.

Um ligando TLRY9 util para levar a cabo um método objecto
pode compreender um ou mais de qualquer dos motivos CpG
anteriores. Por exemplo, um ligando TLRY9 Gtil no invento pode
compreender uma ocorréncia ou multiplas ocorréncias (e.g., 2,
3, 4, 5 ou mais) do mesmo motivo CpG. Alternativamente, um
ligando TLRY9 pode compreender multiplos motivos CpG (e.g., 2,
3, 4, 5 ou mais) em que pelo menos dois dos multiplos motivos
CpG tém diferentes sequéncias consensuais ou em que todos os
motivos CpG no ligando TLRY9 tém diferentes sequéncias
consensuais.

Um ligando TLRY9 util no invento pode incluir ou néo
regides de palindroma. Caso estejam presentes, um palindroma
pode estender-se apenas a um motivo CpG, caso esteja presente,
na sequéncia nuclear hexamérica ou octamérica ou pode abranger
mais da sequéncia hexamérica ou octamérica assim como
sequéncias de nucledtido flanqueadoras.

Ligandos TLRY9 multiméricos. Em algumas concretizagdes um
ligando TLR9 ¢é multimérico. Um ligando TLRY9 multimérico
compreende dois, trés, quatro, cinco, seis, sete, oito, nove,
dez ou mais ligandos TLRY9 de 4&cido nucleico individuais
(monoméricos), tal como descrito anteriormente, ligados
através de ligagdes ndo covalentes, ligado através de ligacdes
covalentes e quer ligado directamente entre si, quer ligado
através de um ou mais espacadores. 0s espacadores adequados
incluem moléculas de acido nucleico e moléculas gue n&o sao de
4dcido nucleico, desde que sejam biocompativeis. Em algumas
concretizagdes o ligando TLRY9 multimérico compreende uma
matriz linear de ligandos TLRY monoméricos. Noutras
concretizagbes um ligando TLRY9 multimérico ¢é uma matriz
ramificada ou dendrimérica de ligandos TLRY9 monoméricos.

Em algumas concretizagdes, um ligando TLRY multimérico tem
a estrutura geral (X1)n(X2)n em que X é um ligando TLRY9 de
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dcido nucleico tal como descrito anteriormente e com um
comprimento de desde cerca de 6 nucledétidos a cerca de 200
nucledétidos, e.g., desde cerca de 6 nucledétidos a cerca de 8
nucledétidos, desde cerca de 8 nucledtidos a cerca de 10

nucleétidos, desde cerca de 10 nucledétidos a cerca de 12
nucledtidos, desde cerca de 12 nucledétidos a cerca de 15
nucledtidos, desde cerca de 15 nucledtidos a cerca de 20
nucledtidos, desde cerca de 20 nucledtidos a cerca de 25
nucledtidos, desde cerca de 25 nucledétidos a cerca de 30
nucleétidos, desde cerca de 30 nucleétidos a cerca de 40
nucledtidos, desde cerca de 40 nucledtidos a cerca de 50
nucledtidos, desde cerca de 50 nucledtidos a cerca de 60
nucledtidos, desde cerca de 60 nucledtidos a cerca de 70
nucledétidos, desde cerca de 70 nucledétidos a cerca de 80
nucleétidos, desde cerca de 80 nucledétidos a cerca de 90
nucledtidos, desde cerca de 90 nucledtidos a cerca de 100
nucledtidos, desde cerca de 100 nucledtidos a cerca de 125
nucledtidos, desde cerca de 125 nucledtidos a cerca de 150
nucledtidos, desde cerca de 150 nucledétidos a cerca de 175

nucleétidos ou desde cerca de 175 nucledétidos a cerca de 200
nucledétidos; e em gque n é qualgquer numero desde um a cerca de
100, e.g., n=1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 desde 10 a cerca de
15, desde 15 a cerca de 20, desde 20 a cerca de 25, desde 25 a
cerca de 30, desde 30 a cerca de 40, desde 40 a cerca de 50,
desde 50 a cerca de 60, desde 60 a cerca de 70, desde 70 a
cerca de 80, desde 80 a cerca de 90 ou desde 90 a cerca de
100. Nestas concretizacgbes, X e X2 diferem na sequéncia de
nucledétidos entre si em pelo menos um nucledtido e podem
diferir na sequéncias de nucledétidos entre si por dois, trés,
quatro, cinco, seis, sete, oito, nove, dez ou mais bases.

Tal como referido anteriormente, em algumas
concretizagdes, um ligando TLRY9 multimérico objecto compreende
um ligando TLRY9 separado de um ligando TLRY9 adjacente por um
espacador. Em algumas concretizacdes um espacador é um &acido
nucleico que ndo ¢ de TLRY9. Noutras concretizagdes um
espacador ¢é uma parte que nao € de Aacido nucleico. Os
espacadores adequados incluem os descritos na publicacdo de
patente U.S. 20030225016. Um 1ligando TLR9 ¢é multimerizado
usando gqualquer método conhecido.
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Modificagdes de 1ligando TLR9. Um ligando TLRY9 adequado
para uso numa composicdo objecto pode ser modificado de varias
formas. Por exemplo, um ligando TLRY9 pode compreender
modificacbes do grupo fosfato do esqueleto (e.g., ligacdes
internucledétido metilfosfonato, fosforotiolato, fosforoamidato

e fosforoditiolato), cujas modificacdes podem, por exemplo,
aumentar a sua estabilidade in vivo, tornando-as
particularmente uteis em aplicacdes terapéuticas. Uma

modificacdo de grupo fosfato particularmente Util ¢é a
conversdo as formas fosforotiolato ou fosforoditiolato de um
ligando TLR9 de 4&cido nucleico. Os fosforotiolatos e
fosforoditiolatos sdo mais resistentes a degradacdo in vivo do
gque as suas congéneres de oligonucledétido nédo modificado,
aumentado as semividas dos ligandos TLRY9 e tornando-os mais
disponiveis para o individuo a ser tratado.

Outros ligandos TLRY9 modificados abrangidos pelo presente
invento incluem ligandos TLRY9 com modificacgdes na extremidade
57 , na extremidade 3’ ou em ambas as extremidades 5’ e 3’

Por

exemplo, a extremidade 57 e/ou 37 pode ser associada

covalentemente ou ndo covalentemente com uma molécula (seja
ela &cido nucleico, diferente de &cido nucleico ou ambas)
para, por exemplo, aumentar a biodisponibilidade do 1ligando
TLRY9, aumentar a eficdcia de absorcdo quando pretendido,
facilitar a entrega a células de interesse e semelhantes. As
moléculas para conjugacgcdo com um ligando TLRY9 incluem,
colesterol, fosfolipidos, adcidos gordos, esterdis,
oligossacéaridos, polipéptidos (e.g., imunoglobulinas),
péptidos, antigénios (e.g., péptidos, moléculas pequenas,
etc.), moléculas de &cido nucleico lineares ou circulares
(e.qg., um plasmideo), suportes insoltveis, polipéptidos
terapéuticos e semelhantes, nao se lhes limitando
necessariamente. Os polipéptidos terapéuticos que séo
adequados para ligacdo a um agonista TLRY9 incluem um factor de
crescimento de células dendriticas (e.qg., GM-CSF) ; uma
citocina; um interferdo (e.g., um IFN- , um IFN- , etc.);
antagonista TNF- ; e semelhantes,dn se lhes limitando.

Um ligando TLRY9 é em algumas concretizacdes, ligado (e.g.,
conjugado, ligado covalentemente, associado nao covalentemente

ou adsorvido) a um suporte insoluvel. Un exemplo nao

um
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limitativo de um suporte insoltvel ¢é poli(D,L-lactideo-co-
glicolideo) catidnico.

Sdo conhecidos na especialidade conjugados adicionais de
ligando TLRY9 e métodos para os produzir e descrevem-se em, por
exemplo, WO 98/16427 e WO 98/55495. Assim, a expressao
“ligando TLR9” inclui conjugados compreendendo um ligando TLR9
de &cido nucleico.

Pode conjugar-se um polipéptido, e.g., um polipéptido
terapéutico, directa ou indirectamente, e.g., através de uma
molécula ligante, a um ligando TLRY. Conhece-se na
especialidade uma grande variedade de moléculas ligantes e
podem ser usadas nos conjugados. A forma de ligagdo do péptido
ao oligonucledétido pode ser através da cadeia lateral reactiva
de um péptido ou do N terminal ou do C terminal de um péptido.
A ligacdo do oligonucledétido ao péptido pode ser em qualquer
dos terminais 3’ ou 5’ ou pode ser interna. Um ligante pode
ser uma molécula orgénica, inorgénica ou semi-orgénica e ser
um polimero de uma molécula organica, de uma molécula
inorgdnica ou um co-polimero compreendendo moléculas tanto

inorgdnicas como organicas.

Caso estejam presentes, as moléculas ligantes tém
geralmente um comprimento suficiente para permitir
oligonucledtidos e/ou polinucledtidos e um polipéptido ligado
para permitir algum movimento de flexibilidade entre o
oligonucledétido e o polipéptido. As moléculas ligantes tém

geralmente um comprimento de cerca de 6-50 atomos. As
moléculas ligantes podem também ser, por exemplo,
arilacetileno, oligébmeros de etilenoglicol contendo 2-10

unidades de mondmero, diaminas, diadcidos, aminodcidos ou suas
combinag¢bes. Outras moléculas de ligando qgue podem ligar
oligonucledétidos podem usar—-se no ambito desta divulgacgéao.

b. Agonista de receptor do tipo NOD (NLR)

Os receptores do tipo NOD (NLR) sao proteinas
citoplasmdticas que podem ter uma variedade de fungdes na
regulacao de respostas inflamatdérias e apoptdticas.
Aproximadamente 20 destas proteinas foram encontradas no
genoma de mamifero e incluem duas subfamilias principais
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denominadas NOD e NALP, o transactivador de MHC de classe II
(CITTA) e algumas outras moléculas (e.g., IPAF e BIRCl). O
conhecimento actual sugere que algumas destas proteinas
reconhecem moléculas enddgenas ou microbianas ou respostas ao
stress e formam oligdmeros que activam caspases inflamatdrias
(e.g., caspase 1) provocando clivagem e activacao de citocinas
inflamatdérias importantes tal como IL-1 e/ou activar a via de
sinalizag¢do  NF- B  para induzir  prodao de moléculas
inflamatérias. A familia NLR ¢é conhecida por diferentes
designacgbes, incluindo a familia CATERPILLER (ou CLR) ou NOD-
ILRR.

Sdo correntemente conhecidos ligandos para NOD1 e NOD2Z.
NOD1 reconhece uma molécula denominada meso-DAP, dque € um
constituinte peptidoglicano apenas de bactérias Gram
negativas. As proteinas NOD2 reconhecem MDP (muramildipéptido)
intracelular, que ¢é um constituinte peptidoglicano tanto de
bactérias Gram positivas como de bactérias Gram negativas. As
NOD transduzem sinais na via de NF- B e MAP cinases atrés da
cinase de serina-treonina denominada RIP2. As proteinas NOD
tém essa designacdo por conterem um dominio de oligomerizacéo
de ligacdo de nucledétido que liga trifosfatos de nucledtido.
As NOD sinalizam através de dominios CARD N-terminais para
activar eventos de inducdo génica a Jusante e interagir com
moléculas microbianas através de uma regido C-terminal de
repeticdes ricas em leucina (LRR).

Tal como as NOD, as proteinas NALP contém LRR no terminal
C, que parece actuar como um dominio regulatdrio e podem estar
envolvidas no reconhecimento de patogénios microbianos. Tal
como as NOD, estas proteinas também contém um local de ligacéo
de nucleétido (NBS) para trifosfatos de nucledétido. A
interaccdo com outras proteinas (e.g., a molécula adaptadora
ASC) ¢é mediada através do dominio pirina (PYD) N-terminal.
Existem 14 membros desta subfamilia em humanos (den