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ESPECIFICIDADE DE INFECCAO VISADA, COMPOSIGCAO, E, USO
DE UM VIRUS DA VARIOLA RECOMBINANTE OU DE UMA
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composi¢des farmacéuticas compreendendo virus da variola e mais
particularmente aos virus envelopados extracelulares. A presente
invengdo também se refere a um processo para produzir virus da
variola e aos virus da variola obtidos do mesmo. Ainda mais, a
presente inveng¢ao também se refere ao uso de citados virus da variola
e citada composi¢ao para preparagdo de um medicamento.
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“VIRUS DE VACINIA ANKARA MODIFICADO RECOMBINANTE,
PROCESSO PARA PRODUZIR UM VIRUS DA VARIOLA DE TIPO
SELVAGEM, UM VIRUS DA VARIOLA ATENUADO E/OU UM VIRUS
DA VARIOLA RECOMBINANTE SEM ESPECIFICIDADE DE
INFECCAO VISADA, COMPOSICAO, E, USO DE UM VIRUS DA
VARIOLA RECOMBINANTE OU DE UMA COMPOSICAO”

A presente invengdo refere-se as composigdes € as
composi¢cdes farmacéuticas compreendehdo virus da variola e mais
particularmente aos virus envelopados extracelulares. A presente invengdo
também se refere a um processo para produzir virus da variola e aos virus da
variola obtidos do mesmo. Ainda mais, a presente invencgdo também se refere
ao uso de citados virus da variola e citada composi¢do para preparagdo de um
medicamento.

O surgimento de novas ameagas (gripe aviaria, virus do Nilo
ocidental, antraz, etc...) bem como o desenvolvimento de terapia genética tém
aumentado a necessidade de produgdo e de purificagcdo de virus da variola
para propositos profilaticos ou terapéuticos. Isto € notavelmente o caso para o
Virus de Mamifero Ankara (MVA). Este virus da variola que foi inicialmente
usado para vacinagdo de pacientes imunodeficientes contra Variola, também ¢
agora usado como um vetor para propositos de terapia genética. Por exemplo,
MVA € utilizado como um vetor para o gene Muclpara vacinagdo de
pacientes contra tumor expressando Mucl (Scholl et al., 2003, J Biomed
Biotechnol., 2003, 3, 194-201). MVA transportando o gene codificador de
antigenos de HPV também ¢é usado como um vetor para o tratamento
terapéutico de carcinoma ovariano.

Virus da variola sio um grupo de virus envelopados
complexos que distingue-os principalmente por sua morfologia incomum, seu
genoma de DNA grande e seu sitio citoplasmico de replica¢do. Os genomas

de varios membros de poxviridae, incluindo a cepa Copenhagen do virus de
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vacinia (VV) (Goebel et al., 1990, Virol. 179, 247-266 e 517-563; Johnson et
al., 1993, Virol. 196, 381-401) e a cepa Ankara de virus de wvacinia
modificado (MVA) (Antoine et al., 1998, Virol. 244, 365-396), t€m sido
mapeados e seqiienciados. VV possui um genoma de DNA de fita dupla de
cerca de 192 kb codificador de cerca de 200 proteinas das quais
aproximadamente 100 estdo envolvidas em montagem de virus. MVA € uma
cepa de virus de vacinia elevadamente atenuado gerada por mais de 500
passagens seriais da cepa Ankara de virus de vacinia em fibroblastos de
embrifo de pinto (Mayr et al., 1975, Infection 3, 6-16). O virus MVA foi
depositado antes na Collection Nationale de Cultures de Microorganismes
(CNCM) sob o numero de deposito N602 1-721. Determinagédo da seqli€ncia
completa do genoma de MV A e comparagdo com o genoma de Copenhagen
VV permite a identificagdo precisa das alteragGes que ocorreram no genoma
viral ¢ a definicdo de sete dele¢des (I a VII) e numerosas mutagdes
acarretando ORFs (Matriz de Leitura Aberta) fragmentadas (Antoine et al.,
1998, Virology 244, 365-396).

A rota natural para captagdo intracelular de virus envelopados
envolve uma série de etapas incluindo a ligacdo de um polipeptideo viral
exposto na superficie do virus a um receptor celular e um mecanismo de fusdo
entre as membranas viral e celular resultando em liberagdo de genoma viral
para dentro do citoplasma da célula infectada.

Contudo, em caso especial de virus da variola, a anélise de rota
de liberagdo exata €é complicada pela existéncia de duas formas
morfologicamente distintas de virus infeccioso, chamadas de virus maduro
intracelular (IMV) e virus envelopado extracelular (EEV). A forma IMV &,
dentre outras particularidades, caracterizada por um envelope monolipidico
circundando o nucleo viral e esta principalmente localizado no citoplasma das
células infectadas, embora possa ser extracelularmente liberado apos lise das

células infectadas. Muitos dos polipeptideos naturais expostos na superficie
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do envelope lipidico de IMV tém sido identificados, tais como por exemplo as
proteinas pl4 kDa e p21 kDa, respectivamente codificadas pelo gene A27L
(Rodriguez et al., 1985, J. Virol. 56, 482-488; Rodriguez et Estaban, 1987, J.
Virol. 61, 3550-3554) pelo gene A17L, bem como as proteinas codificadas
pelos genes L1R, A14L, DBL, A9L (Yeh et al., 2000, J. Virol. 74, 9701-
9711), E10R (Senkevich et al., 2000, Virol. 5, 244-252) e H3L. Comparada
com IMV, a forma EEV possui um envelope de membrana lipidica externa
adicional (camada lipidica dupla) adquirida de trans-cisternas de rede de

Golgi. Corresponde a forma viral liberada fora das células infectadas. O

| envelope de membrana superficial de EEV mostra cerca de 10 proteinas que

estdo ausentes na superficie de IMV, tais como por exemplo os produtos de
gene de BSR, A34R e hemaglutinina (HA) codificados. A co-existéncia de
formas IMV e EEV tem sido descrita para a maioria das cepas de vacinia (e.g.
por exemplo cepas Copenhagen e MVA) bem como para outros virus da
variola tais como os virus da variola de aves (Boulanger et al., 2000, J. Gen.
Virol. 81, 675-687).

Visto que sdo mais estaveis no ambiente, IMVs desempenham
um papel predominante em uma transmissdo de hospedeiro para hospedeiro
(Hooper et al. Virology, 2003, 306, 181-185). A respeito disto, particulas de
IMV tém sido os vetores de escolha para propositos de terapia genética. Por
esta razdo, os processos de purificagdo de virus da variola disponiveis apenas
tratam o virus presente nas células acondicionadoras (i.e. IMV), enquanto que
as particulas de EEV que se disseminam para dentro de meios de cultura séo
descartadas. Por causa da presen¢a em sua superficie de uma variedade maior
de polipeptideos do que sobre a superficie de IMV, o uso de EEVs
recombinantes possuindo uma especificidade de infecgdo visada ja tem sido
proposto (US20050208074; Galmiche‘ et al. J. Gen. Virol., 1997, 78, 3019-
3027). Contudo, até mesmo para este uso especifico, particulas de IMV sao

particularmente preferidas (US20050208074, pagina 4, capitulo 29).



10

15

20

25

4

Surpreendentemente, o requerente tem verificado que EEVs
sem especificidade de infec¢do visada possuem uma eficacia terapéutica e/ou
profilatica maior comparados com IMV.

A respeito disto, a presente invengdo refere-se a um virus da
variola e preferivelmente a um virus da variola recombinante, no qual o citado
virus da variola é um EEV sem especificidade de infecgdo visada. A presente
invengdo também se refere a uma composi¢do e preferivelmente a uma
composi¢do farmacéutica compreendendo EEV recombinante sem
especificidade de infecgdo visada.

Como usados em todo o pedido, os termos"um" e "uma" sdo

usados no sentido de que significam "pelo menos um(a)", "pelo menos um(a)

primeiro(a)", "um(a) ou mais" ou "uma pluralidade" dos componentes ou
etapas referidos(as), a ndo ser que o contexto dite claramente o contrario. Por
exemplo, o termo "uma célula" inclui uma pluralidade de células, incluindo
suas misturas.

O termo "e/ou" sempre que aqui usado inclui o significado de

e", "ou" e "todos ou qualquer outra combinagdo dos elementos conectados
pelo citado termo".

O termo "cerca de" ou "aproximadamente" como aqui usado
significa dentro de 20%, preferivelmente dentro de 10%, e mais
preferivelmente dentro de 5% de um dado valor ou faixa.

Como aqui usado, o termo "compreendendo" € intencionado
para significar que os produtos, composig:ées e métodos incluem os
componentes ou etapas referidos, mas ndo excluindo outros. "Consistindo
essencialmente de" quando usado para definir produtos, composi¢des e
métodos, deve significar exclusdo de outros componentes ou etapas de
qualquer significincia essencial. Assim, uma composi¢do consistindo

essencialmente dos componentes citados ndo excluiria contaminantes traco e

veiculos farmaceuticamente aceitaveis. "Consistindo de deve significar
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exclusio de mais do que trés elementos dos outros componentes ou etapas.

Familia de virus da variola compreende virus das subfamilias
Chordopoxvirus e Entomopoxvirus. Dentre estes, o virus da variola de acordo
com a invengdo € preferivelmente escolhido do grupo consistindo de
Orthopoxvirus, Parapoxvirus, Avipoxvirus, Capripoxvirus, Leporipoxvirus,
Suipoxvirus, Molluscipoxvirus, Yatapoxvirus. De acordo com uma
modalidade mais preferida, o virus da variola da invengdo ¢ um
orthopoxvirus.

O Orthopoxvirus é preferivelmente um virus de vacinia e mais
preferivelmente um virus de vacinia Ankara modificado (MVA) em particular
MVA 575 (ECACC V00120707) e MVA-BN (ECACC V00083008).

Como previamente indicado, uma particula de IMV
compreende o nucleo viral incluindo o genoma viral circundado por um
envelope lipidico de monocamada. O termo "EEV" refere-se a uma particula
de IMV circundada por um envelope lipidico de bicamada adicional expondo
em sua superficie celular bem como polipeptideos virais.

O termo "especificidade de infecg¢do visada" como aqui usado
refere-se a uma especificidade de infec¢do controlada, onde uma particula de
virus da variola € engenhada para exibir um tropismo novo ou intensificado
na direg¢do de células alvo, comparado com uma particula de virus da variola
ndo modificada relacionada. Como um resultado, uma particula de virus da
variola com uma especificidade de infec¢do visada mostra uma propensédo
para infectar as citadas células alvo diferentemente de sua particula de virus
da variola ndo modificada relacionada, o que significa que a particula de virus
da variola com uma especificidade de infec¢do visada infecta mais
eficientemente ou mais rapidamente suas células alvo (exibindo em sua
superficie o anti-ligante reconhecido pelo grupo ligante exibido na superficie
da particula de virus da variola da invengdo) do que células ndo-alvo (que ndo

exibem em sua superficie um tal anti-ligante, enquanto que uma particula de
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virus da variola relacionada sem especificidade de infec¢do visada infectara
citadas células alvo com uma eficiéncia similar ou menor comparadas com as
células ndo-alvo.

O termo '"virus recombinante" refere-se a um virus
compreendendo uma seqiiéncia exogena inserida em seu genoma. Como aqui
usado, uma seqiiéncia exdgena refere-se a um acido nucleico que nio esta
naturalmente presente no virus parental.

Em uma modalidade, a seqiiéncia exoégena codifica uma
molécula possuindo uma fungdo direta ou indiretamente citotoxica. Por
"direta ou indiretamente citotoxica", damos o significado de que a molécula
codificada pela seqiiéncia exdgena pode ser ela mesma toxica (por exemplo,
ricina, fator de necrose tumoral, interleucina-2, interferon-gama, ribonuclease,
desoxirribonuclease, exotoxina A de Pseudomonas) ou pode ser metabolizada
para formar um produto téxico, ou pode atuar sobre outra coisa para formar
um produto téxico. A seqiiéncia de cDNA de ricina ¢ descrita em Lamb et al.
(Eur. J. Biochem., 1985, 148, 265-270) aqui incorporada como referéncia.

Em uma modalidade preferida da invengdo, a seqii€ncia
exogena € um gene suicida. Um gene suicida codifica uma proteina capaz de
converter uma pro-droga relativamente nédo-tdxica em uma droga téxica. Por
exemplo, a enzima citosina deaminase converte 5-fluorocitosina (SFC) em 5-
fluorouracila (5FU) (Mullen et al. (1922) PNAS 89, 33); a enzima do herpes
simples timidina quinase sensibiliza células para o tratamento com o agente
antiviral ganciclovir (GCV) ou aciclovir (Moolten (1986) Cancer Res. 46,
5276; Ezzedine et al. (1991) New Biol 3, 608). A citosina deaminase de
qualquer organismo, por exemplo E. coli ou Saccharomyces cerevisiae, pode
ser usada.

Assim, em uma modalidade mais preferida da invengéo, o
gene codifica uma proteina possuindo uma atividade de citosina deaminase e

ainda mais preferivelmente uma proteina como descrita em pedidos de patente
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Outros exemplos de combinagdes de pro-droga / enzima
incluem aquelas descritas por Bagshawe et al. (W088/07378), a saber varios
agentes de alquilagdo e a enzima CPG2 de Pseudomonas spp., € aquelas
descritas por Epenetos & Rowlinson-Busza (WO 91/11201), a saber pro-
drogas cianogénicas (por exemplo amigdalina) e beta-glicosidases derivadas
de planta.

Enzimas que sdo uteis nesta modalidade da inveng¢do incluem,
mas ndo sdo limitadas a, fosfatase alcalina 1til para converter pro-drogas
contendo fosfato em drogas livres; aril sulfatase util para converter pro-drogas
contendo sulfato em drogas livres; proteases, tais como serratia protease,
termolisina, subtilisina, carboxi-peptidases e catepsinas (tais como catepsinas
B e L), que sdo uteis para converter pro-drogas contendo peptideo em drogas
livres; D-alanil-carbéxi-peptidases, uteis para converter pro-drogas que
contém substituintes de D-aminoacido; enzimas clivadoras de carboidrato tais
como beta-galactosidase e neuraminidase uteis para converter pro-drogas
glicosiladas em drogas livres; beta-lactamase Uteis para converter drogas
derivadas com beta-lactamas em drogas livres e penicilina amidases, tais
como penicilina V amidase ou penicilina G amidase, Uteis para converter
drogas derivadas em seus nitrogénios de amina com grupos fendxi-acetila ou
fenil-acetila, respectivamente, em drogas livres. Alternativamente, anticorpos
com atividade enzimatica, também conhecidos na técnica como abzimas,
podem ser usados para converter pro-drogas da invengdo em drogas ativas
livres (Massey R. et al., Nature, 1987, 328, 457-458).

Similarmente, pré-drogas incluem, mas ndo sdo limitadas a,
pro-drogas listadas acima, e.g., pré-drogas contendo fosfato, pré-drogas
contendo tiofosfato, pro-drogas contendo sulfato, pré-drogas contendo

peptideo, pro-drogas modificadas com D-aminoacido, pré-drogas

‘glicosiladas, pro-drogas contendo beta-lactama, pro-drogas contendo fendxi-
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acetamida opcionalmente substituidas ou pro-drogas contendo fenil-acetamida
opcionalmente substituidas, pro-drogas de S5-fluorocitosina e outras proé-
drogas de 5-fluorouridina que podem ser convertidas. Exemplos de drogas
citotoxicas que podem ser derivadas em uma forma de pro-droga para uso
nesta invenc¢do incluem, mas n#o sdo limitados a, etoposida, teniposida,
adriamicina, daunomicina, carminomicina, aminopterina, dactinomicina,
mitomicinas, cis-platina e analogos de cis-platina, bleomicinas, esperamicina
(veja por exemplo US4.675.187), 5-fluorouracila, melfalan e outras niostardas
de nitrogénio relacionadas.

Em uma outra modalidade o gene exdgeno codifica uma
ribozima capaz de clivar RNA ou DNA selecionado. O RNA ou DNA
selecionado para ser clivado pode ser RNA ou DNA que € essencial para a
fun¢do da célula e sua clivagem resulta em morte da célula ou o RNA ou
DNA a ser clivado pode ser RNA ou DNA que codifica uma proteina
indesejavel, por exemplo um produto de oncogene, e clivagem deste RNA ou
DNA pode prevenir que a célula se torne cancerosa.

Em ainda outra modalidade o gene ex6geno codifica um RNA
de anti-senso.

Por "RNA de anti-senso" damos o significado de que € uma
molécula de RNA que hibridiza em, e interfere com a expressdo de uma
molécula de mRNA codificadora de uma proteina ou em outra molécula de
RNA dentro da célula tal como pre-mRNA ou tRNA ou rRNA, ou hibridiza
em, e interfere com a expressdo de um gene.

Em outra modalidade da inven¢do, a seqii€éncia exodgena
substitui a fung¢do de um gene defeituoso na célula alvo. Ha varios milhares de
doengas genéticas herdadas de mamiferos, incluindo humanos, que sdo
causadas por genes defeituosos. Exemplos de tais doengas genéticas incluem
fibrose cistica, onde € sabido que ha uma mutacdo no gene CFTR; distrofia

muscular de Duchenne, onde é sabido que ha uma mutagio no gene de
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distrofina; doencga de célula falciforme, onde € sabido que ha uma mutago no
gene HbA. Muitos tipos de céancer sdo causados por genes defeituosos,
especialmente proto-oncogenes, e genes supressores de tumor que tém sofrido
mutacao.

Exemplos de proto-oncogenes sdo ras, src, bcl e assim por
diante; exemplos de genes supressores de tumor sdo p53 e Rb.

Em uma outra modalidade da invengdo, a seqliéncia exdgena
codifica um Antigeno Associado a Tumor (TAA). TAA refere-se a uma
molécula que € detectada em uma densidéde -ou freqiiéncia mais alta em
células de tumor do que em células de néo—turﬁor dé mésmo tipo de tecido.
Exemplos de TAA incluem mas nio sdo limitados a CEA, MART-1, MAGE-
1, MAGE-3, GP-100, Mucl, MUC-2, oncogene ras pontualmente mutado,
p53 normal ou pontualmente mutado pS53, p53 sobre-expressado, CA-125,
PSA, C-erb/B2, BRCA I, BRCA II, PSMA, tirosinase, TRP-1, TRP-2, NY-
ESO-1, TAG72, KSA, HER-2/neu, bcr-abl, pax3-fkhr, ews-fli-1, sobrevivente
e LRP. De acordo com uma modalidade mais preferida o TAA é Mucl.

O virus da variola recombinante pode compreender mais do
que uma seqiiéncia exdgena e cada seqiiéncia exdgena pode codificar mais do
que uma molécula. Por exemplo, pode ser util para associar em um mesmo
virus da variola recombinante, uma seqiiéncia exodgena codificadora de um
TAA com uma seqiiéncia exdgena codificadora de uma citocina.

Em outra modalidade da invengdo, o gene exdgeno codifica
um antigeno. Como aqui usado, "antigeno" refere-se a um ligante que pode
ser ligado por um anticorpo; um antigeno nfo necessita ser propriamente
imunogénico.

Preferivelmente o antigeno € derivado de um virus tal como
por exemplo HIV-1, (tal como gp 120 ou gp 160), qualquer um de virus da
Imunodeficiéncia de Felino, virus do herpes de animal ou de humano, tal

como gD ou seus derivados ou proteina Precoce Imediata tal como ICP27 de
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HSV1 ou HSV2, citomegalovirus (tal como gB ou seus derivados), Virus de
Varicela Zoster (tal como gpl, II ou III), ou de um virus de hepatite tal como
virus de hepatite B por exemplo antigeno de Superficie de Hepatite B ou um
seu derivado, virus de hepatite A, virus de hepatite C (preferivelmente
proteina ndo-estrutural de cepa ja de gendtipo 1b) e virus de hepatite E, ou de
outros patégenos virais, tais como Virus Sincicial Respiratério, Virus de
Papiloma de Humano (preferivelmente as proteinas E6 e E7 de cepa HPV16)
ou virus da Influenza, ou derivado de patégenos bacterianos tais como
Salmonella, Neisseria, Borrelia (por exemplo OspA ou OspB ou seus
derivados), ou Chlamydia, ou Bordetella por exemplo P.69, PT e FHA, ou
derivado de parasitas tais como plasmideo ou Toxoplasma.

Em uma modalidade particularmente preferida da invengdo, o
virus da variola recombinante codifica as mesmas proteinas que TG4010
(Rochlitz et al. J Gene Med. 2003 Aug;5(8):690-9) e TG4001 (Liu et al. Proc
Natl Acad Sci U S A. 2004 Oct 5;101 Suppl 2:14567-71). Em outra
modalidade particularmente preferida da invengédo, o virus da variola da
inven¢do possui uma seqiiéncia que é mais do que 90% homologa a seqiiéncia
de TG4010 ou de TG4001.

Vantajosamente, o virus da variola recombinante
adicionalmente compreende os elementos necessarios para a expressido da
sequéncia exogena. Os elementos necessarios para a expressdo compreendem
o conjunto de elementos permitindo a transcrigdo de uma seqiiéncia de
nucleotideos em RNA e a tradu¢do de um mRNA em um polipeptideo, em
particular as seqiiéncias de promotor e/ou as seqiiéncias regulatorias que séo
efetivas na célula a ser infectada pelo virus da variola recombinante da
invengdo, e opcionalmente as seqiiéncias requeridas para permitir a excre¢do
ou a expressio na superficie das células de citado polipeptideo. Estes
elementos podem ser induziveis ou constitutivos. Claro que o promotor esta

adaptado para o virus da variola recombinante selecionado e para a célula
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hospedeira. Podem ser mencionados, por meio de exemplo, os promotores do
virus de vacinia p7.5K pH5SR, pK1L, p28, pl1 ou uma combinagdo de citados
promotores. A literatura proporciona uma grande quantidade de informagéo
relacionada com tais seqiiéncias de promotor.

Os elementos necessarios podem, em adig¢do, incluir elementos
que melhoram a expressdo da seqiiéncia exdgena ou sua manuten¢io na célula
hospedeira. Podem ser mencionadas em particular as seqiiéncias de intron
(WO 94/29471), seqiiéncias de sinal de secregdo, seqliéncias de localizagdo

nuclear, sitios internos para reiniciagdo de tradugdo de seqiiéncias poli A, do

| tipo IRES, para terminacgéo de transcrigéo.

Processos de produgdo de virus da variola disponiveis
compreenderam a replicagdo do virus em uma linhagem celular (e.g. HelaS3),
em ovos embrionados ou em Fibroblastos de Embrido de Pinto. Apoés a
replicagdo do virus, o meio de cultura € descartado, as células sdo lisadas e o
virus da variola liberado das células € purificado por centrifugagdo em
almofada de sacarose (Kotwal e Abraham; "Poxvirus growth, Purification and
tittering in Vaccinia Virus and Poxvirology", 2004, 101-108, Humana Press
Inc., Totowa; NJ; USA). Com estes processos, EEVs ndo estio presentes na
composi¢do purificada.

Contudo, os processos de produgdo de virus disponiveis nio
sdo satisfatorios. Primeiro, compreendem o uso de compostos derivados de
animais tais como soro e enzimas. O uso de compostos derivados de animais
em processos de producdo tem varias desvantagens. Por exemplo, a
composi¢do quimica destes compostos pode variar entre lotes, até mesmo de
uma Unica manufatura. Os compostos também podem estar contaminados
com agentes infecciosos (e.g., micoplasma e virus) que podem ser seriamente
solapadores da saude das células cultivadas quando estes suplementos
contaminados sdo usados em formulagdes de meio de cultura celular. Além

disso, o uso de suplementagdo de soro de meio de cultura pode complicar e
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aumentar os custos da purificagdo das substincias desejadas do meio de
cultura devido a co-purificagdo ndo especifica de proteinas de extrato ou soro.
O mais importante, o uso de compostos indefinidos pode impedir a aprovagio
de agéncias médicas da composigdo farmacéutica obtida pelo processo.

A presente invengdo adicionalmente proporciona um processo
para produgdo de uma particula de virus da variola de acordo com a invencgio,
compreendendo as etapas de:

a) preparar uma cultura de células acondicionadoras,

b) infectar a citada cultura de células,

c) cultivar as citadas células infectadas por um periodo de
tempo apropriado,

d) recuperar as particulas de virus da variola produzidas do
sobrenadante de cultura e/ou as células acondicionadoras, e

e) opcionalmente, purificar as particulas de virus da variola
recuperadas. |

O processo de acordo com a invengdo estd preferivelmente
livre de produtos animais.

O processo de acordo com a invengdo também pode ser usado
para a producgao de um virus da variola de tipo selvagem e/ou atenuado.

Como aqui usado, o termo "virus da variola da atenuado"
refere-se a qualquer virus da variola que tem sido modificado de modo que
sua patogenicidade no individuo intencionado seja substancialmente reduzida.
Preferivelmente, o virus da variola € atenuado até o ponto no qual ele é nio
patogénico de um ponto de vista clinico, i.e., que individuos expostos ao virus
da variola ndo exibem um nivel aumentado estatisticamente
significativamente de patologia em rela¢do aos individuos de controle. De
acordo com uma modalidade preferida da inveng¢do, o virus atenuado é um
virus de Vacinia atenuado tal como MVA.

O termo "infecgdo" refere-se a transferéncia do acido nucleico
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viral para uma célula, na qual o 4cido nucleico viral € replicado, proteinas
virais séo sintetizadas, ou particulas virais novas sdo montadas.

Como aqui usado, o termo "célula acondicionadora" refere-se
a uma célula que pode ser infectada pelo virus da variola a ser produzido. A
célula acondicionadora pode ser uma célula primaria, uma célula
recombinante e/ou uma linhagem celular. Por exemplo, pode ser usada uma
célula recombinante que contém os elementos necessarios para a producio de
um virus recombinante que estéo faltantes em um vetor viral recombinante.

Em uma modalidade da invengéo, a célula acondicionadora é
uma célula aviaria imortal.

Em uma modalidade da invengdo, a célula acondicionadora é
uma cé€lula DF1 (US5.879.924), que ¢ uma linhagem de célula de ponto
espontaneamente imortalizada derivada de ovos de Linhagem East Lansing
(ELL-0) de 10 dias de idade.

Célula avidria imortal pode ser derivada de células-tronco
embrionarias por separagdo progressiva de fatores de crescimento e de
camada alimentadora, mantendo assim as caracteristicas de crescimento e de
tempo de vida infinito de tronco indiferenciado). Por exemplo, a linhagem de
pinto Ebx (W02005007840) tem sido obtida por este processo.

De acordo com uma modalidade preferida, uma linhagem de
c€lula de embrido de pato também pode ser usada. Por exemplo, a linhagem
de célula, designada como DEC 99 (Ivanov et al. Experimental Pathology
And Parasitology, 4/2000 Bulgarian Academy of Sciences) tem sido cultivada
durante 140 passagens consecutivas e ndo e tumorogénica para aves. A
linhagem de célula DEC 99 € um sistema de cultura de célula padrdo que tem
sido usado para pesquisa e pode ser aplicado para as necessidades de
biotecnologia . De acordo com uma modalidade mais preferida, a célula
acondicionadora € uma linhagem de célula obtida pelo processo descrito em

pedido de patente EP06360001.9.
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De acordo com outra modalidade preferida, a célula
acondicionadora usada no processo de acordo com a invengdo € um
fibroblasto de embrido de pinto (CEF). A preparagio e o uso de CEF para a
produgdo de virus sdo bem conhecidos por uma pessoa experiente na técnica.

CEF sao preferivelmente extraidas de ovos Livres de Patogeno
Especifico (SPF). Ovos SPF estdo comercialmente disponiveis, por exemplo
de Charles River Laboratories (Wilmington, MA, USA). Citados ovos sio
preferivelmente de mais de 9 dias de idade, mais preferivelmente entre 10 e
14 dias de idade e ainda mais preferivelmente sdo de 12 dias de idade.

Antes da extragdo do embrido, o ovo é preferivelmente
desinfetado. Muitos métodos e aparelhagens dedicados para a desinfecgdo de
ovos estdo disponiveis na técnica anterior. Incubagio em uma solucio de
formol (e.g. formol 2%, 1 min.) seguida por uma lavagem em etanol 70% ¢é
particularmente preferida.

As células dos embrides sdo entdo dissociadas e purificadas.
De acordo com a modalidade preferida da invencio, as células sdo submetidas
a uma etapa de digestdo enzimatica que permite a destrui¢do da matriz
intercelular. Para este proposito, o uso de enzima capaz de digerir a matriz
intercelular ¢ particularmente util. Tal enzima pode ser selecionada do grupo
compreendendo mas nfo limitado a Tripsina, Colagenase, Pronase, Dispase,
Hialuronidase e Neuraminidase. Esta enzima pode ser usada sozinha ou em
combinagdo. Em uma modalidade particularmente preferida da invenco
dispase e Tripsina (e.g. TrypLE selecionada de Gibco™) sdo usadas em
combina¢do. Uma pessoa experiente na técnica é capaz de determinar a
concentra¢do de enzima, a temperatura e o tempo de incubagdo permitindo
uma separacgao eficiente das células.

De acordo com uma modalidade preferida, o processo de
acordo com a invengdo estd livre de produtos animais (exceto a célula

acondicionadora). Com respeito a isto, a(s) enzima(s) usada(s) para a
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preparacdo de CEF é (sdo) preferivelmente de origem recombinante. Como
aqui usado, «produtos animais» significam qualquer composto ou colegdo de
compostos que foi produzido em ou por uma célula de animal em um
organismo Vvivo.

A preparagdo de CEF pode adicionalmente incluir uma etapa
de filtragdo (e/ou uma etapa de centrifugagdo) com o objetivo de remover
contaminantes.

Esta célula CEF primaria pode ser usada quer diretamente quer
apOs uma outra passagem de célula como célula CEF secundéaria.

A uma pessoa experiente na técnica é capaz de selecionar a
célula mais apropriada para a produgdo de um virus especifico. De acordo
com uma modalidade preferida, o processo de acordo com a inveng@o
compreende o uso de CEF ou de uma célula de acordo com EP06360001.9
para a produgdo de um MVA.

A célula acondicionadora usada no processo de acordo com a
invengdo é cultivada em um meio de cultura de célula apropriado. E possivel
usar mais do que um meio de cultura no processo de acordo com a invengio.
Por exemplo, um primeiro meio de cultura pode ser utilizado durante a
preparacdo da célula acondicionadora (i.e. durante etapa a) e um segundo
meio de cultura para a infecgdo (i.e. durante etapa c e/ou etapa b).

De acordo com uma modalidade preferida, o meio de cultura
de acordo com a invengao esta livre de produto animal.

Muitos meios livres de produto animal ja tém sido descritos e
alguns deles estdo comercialmente disponiveis. Por exemplo 293 SFM II;
293-F Cells, SFM Adapted; 293-H Cells, SFM Adapted; 293fectin™
Transfection Reagent ;CD 293 AGTTM; CD 293 Medium; FreeStyieTM 293
Expression System; FreeStyleTM 293 Medium; FreeStyie™ 293-F Cells, SFM
Adapted; Adenovirus Expression Medium (AEM) Growth Medium for PER
Cé6® Cells; CD 293 AGTTM; CD 293 Medium ; COS-7L Cells, SFM
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Adapted; EPISERF® Medium; OptiPro™ SFM; VP-SFM; VP-SFM AGT™.
(todos disponiveis da Invitrogen) podem ser usados como meios de cultura de
célula no processo de acordo com a invengéo.

Quando a célula acondicionadora é uma CEF, VP-SFM
(Invitrogen) para etapa a e Meio Basal de Eagle (Invitrogen) para etapas b e ¢
sdo particularmente preferidos.

Na modalidade especifica onde as células acondicionadoras
sdo CEF, o meio de cultura de célula é semeado entre 0,5 ¢ 1,5 e
preferivelmente entre 1,1 e 1,3 e mais preferivelmente cerca de 1,2 embrides/l
de meios de cultura de célula. Nesta modalidade, as CEF sdo preferivelmente
cultivadas por entre 1 e 5 dias, mais preferivelmente entre 1 e 2 dias e ainda
mais preferivelmente 2 dias antes da infecg¢io.

Na modalidade especifica onde o virus da variola para -
produzir é MVA, o virus € introduzido no vaso de cultura de célula em um
MOI que esta preferivelmente compreendido entre 0,001 e 0.1, mais
preferivelmente entre 0,03 e 0,07 e ainda mais preferivelmente cerca de 0,05.

De acordo com uma modalidade preferida da invencéo,
durante etapa c, as células acondicionadoras sdo cultivadas em uma

temperatura que € menor do que 37°C., preferivelmente esta entre 30°C e

36.5°C ou entre cerca de 32°C e cerca de 36°C, mais preferivelmente entre

33°C e 35°C, muito mais preferivelmente a 34°C.

De acordo com a modalidade preferida da invengéo, a etapa c
demora entre um e seis dias, mais preferivelmente entre dois e quatro dias e
muito mais preferivelmente cerca de 72 horas.

Apos a etapa de infecgdo, o meio de cultura de célula usado
para cultivar a célula acondicionadora é colhido. O citado meio de cultura de
célula compreendeu particulas de EEV disseminadas pela célula
acondicionadora infectada. De acordo com uma modalidade preferida, apds a

etapa de infec¢do, o meio de cultura de célula e a célula acondicionadora sio
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colhidos. O meio de cultura de célula e as células acondicionadoras podem ser
reunidos ou colhidos separadamente.

Com o propésito de recuperar o virus da variola presente nas
células acondicionadoras, o processo de acordo com a invengdo pode
compreende uma etapa de permitir o rompimento da membrana da célula
acondicionadora. Esta etapa acarreta a liberacdo do virus da variola da célula
acondicionadora. O rompimento da membrana da célula acondicionadora
pode ser induzida por vérias técnicas bem conhecidos por uma pessoa
experiente na técnica. Estas técnicas compreenderam mas nio sdo limitadas a
sonicagdo, congelamento / descongelamento, lise hipotonica e
microfluidizagdo.

De acordo com uma modalidade preferida da invencdo, a
membrana da célula acondicionadora € rompida pelo uso de um
homogeneizador de velocidade alta. Homogeneizadores de velocidade alta
estdo comercialmente disponiveis da Silverson Machines Inc (East
Longmeadow, USA) oulka-Labotechnik (Staufen, Alemanha). De acordo com
uma modalidade particularmente preferida, o citado homogeneizador de
Velocidade Alta é um SILVERSON L4R.

Quando a célula acondicionadora e o meio de cultura de célula
sdo reunidos, o rompimento da membrana da célula acondicionadora nfo é
induzido por congelamento / descongelamento porque esta técnica acarreta a
destrui¢@o das particulas de EEV (Ichihashi y. et al., 1996, Virology, 217(2),
478-85).

De acordo com uma modalidade preferida, etapa d)
adicionalmente compreende uma etapa de clarificagdo permitindo a remocéo
dos fragmentos celulares. De acordo com uma modalidade mais preferida da
invengdo, a citada etapa de clarificagdo é uma etapa de filtragdio em
profundidade.

A filtracdo em profundidade inclui mas nfo é limitada ao uso



10

15

20

25

18

de um ou mais produtos comercialmente disponiveis: filtros profundos da
série CUNO Incorporated AP (Exemplos incluem APO1), filtros profundos da
série CUNO Incorporated CP (Exemplo incluem CP10, CP30, CP50, CP60,
CP70, CP90), filtros profundos da série CUNO Incorporated HP Exemplos
incluem HP10, HP30, HP50, HP60, HP70, HP90), filtros profundos da série
CUNO Incorporated Calif. (Exemplos incluem CA10, CA30, CAS50, CA60,
CA70, CA90), filtros profundos da série CUNO Incorporated SP (Exemplos
incluem SP10, SP30, SP50, SP60, SP70, SP90), filtros CUNO Delipid e
Delipid Plus, filtros profundos da série Millipore Corporation CE (Exemplos
incluem CE15, CE20, CE25, CE30, CE35, CE40, CE45, CE50, CE70, CE75),
filtros profundos da série Millipore Corporation DE (Exemplos incluem
DE25, DE30, DE35, DE40, DE45, DES0, DESS, DE560, DE65, DE70,
DE75), filtros Millipore Corporation HC (Exemplos incluem Al HC, B1HC,
COHC), Filtros CUNO Polynet (um exemplo inclui Polynet-PB), filtros
Millipore Clarigard e Polygard, filtros CUNO Life Assure, filtros profundos
ManCel Associates (Exemplos incluem mas nio sdo limitados a PR 12 UP,
PR12, PR 5 UP), e filtros PALL ou SeitzSchenk Incorporated. Com o
propésito de melhorar a capacidade de clarificagdo das unidades de filtragdo
em profundidade disponiveis, pode ser util acoplar duas ou mais unidades
com tamanhos de poros decrescentes. Nesta modalidade, a mistura a ser
clarificada passa através de primeira unidade de filtragdo em profundidade
onde contaminantes maiores sdo retidos e subseqiientemente passa através da
segunda unidade de filtragdo em profundidade. De acordo com uma
modalidade ainda mais preferida da invenc¢éo, um sartopure© (sartorius) com
um tamanho de poro de 8 um acoplado em um sartopure© com um tamanho
de poro de S5um € usado para a etapa de filtragdo em profundidade.

De acordo com uma modalidade preferida, o processo de
acordo com a invengdo adicionalmente compreende uma etapa de

concentragdo. Mais preferivelmente, a citada etapa de concentra¢ido
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adicionalmente permite a elimina¢do das proteinas presentes na mistura
obtida das etapas previamente descritas.

De acordo com uma modalidade mais preferida da invengio, a
citada etapa de concentragdo € uma etapa de microfiltragdo. Microfiltracdo é
um processo de membrana acionado por pressdo que concentra e purifica
moléculas grandes. Mais especificamente, uma solugéo € passada através de
uma membrana semi-permeavel cujos tamanhos de poros tém sido escolhidos

para rejeitarem as particulas (virus) maiores no retido, € permitirem que

moléculas pequenas (e.g. proteinas) passem através da membrana para dentro

do permeato. Microfiltragdo reduz o volume da solu¢io de extragéo.

De acordo com uma modalidade preferida da invengéo, a etapa
de microfiltragéo € seguida por uma etapa de diafiltragdo. Estas duas etapas
pode ser vantajosamente realizadas com as mesmas membranas de filtrag¢io.
Diafiltracdo € uma melhoria da microfiltragdo e envolve dilui¢do do retido
com uma solugfo para efetuar uma redugio na concentra¢io das impurezas no
retido. A diluicdo do retido permite a remog¢do das impurezas do retido por
lavagem. E entendido que a diafiltragdo pode ser realizada em um modo em
batelada, modo semi-continuo, ou um modo continuo. A etapa de diafiltra¢do
pode ser vantajosamente usada para mudar o tampdo no qual o virus é
empregado. Por exemplo, pode ser util trocar o tampdo usado no processo de
purificagdo contra um tampado farmaceuticamente aceitavel.

Preferivelmente, as membranas de filtragdo usadas na etapa de
microfiltracdo e/ou na etapa de diafiltragdo possuem um tamanho de poro
compreendido entre 0,01 e 0,15 um, e mais preferivelmente € de cerca de 0,1
pm.

Acidos nucleicos podem aderir nas particulas derivadas de
célula tais como virus. A respeito disto, o processo de acordo com a invengéo
pode opcionalmente adicionalmente compreender uma etapa consistindo na

remo¢do de acidos nucleicos contaminantes presentes na solug¢do. Para este
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proposito, nucleases podem ser utilizadas. Nucleases exemplares incluem
Benzonase ou qualquer outra DNase ou RNase comumente usada na técnica,
dentre elas, Benzonase é particularmente preferida.

Benzonase degrada acido nucleico a e ndo possui atividade
proteolitica. Benzonase rapidamente desintegra anc por hidrolise de liga¢des
fosfodiéster internas entre nucleotideos especificos. Sob digestio completa,
todos os acidos nucleicos livres presentes em solucdo sdo reduzidos a
oligonucleotideos de 2 a 4 bases em comprimento.

Benzonase pode ser usada em uma concentra¢cdo final
compreendida entre 50 e 400 U/ml, preferivelmente entre 100 e 300 U/ml e
mais preferivelmente entre 150 e 250 U/ml. O tratamento com Benzonase
pode demorar entre 1 e 4 horas e ainda mais preferivelmente entre 1,5 e 2,5
horas.

Contudo, quando as filtragdo em profundidade, microfiltracdo
e diafiltragdo previamente descritas sdo usadas, o emprego de nucleases e
mais particularmente, a utilizagdo de benzonase ndo € necessaria. Com
respeito a isto, a presente invengdo também se refere a um processo para a
produg¢do de virus da variola no qual nuclease e mais particularmente
benzonase nédo sdo usadas.

Neste estagio, o virus da variola obtido pelo processo
previamente descrito estd suficientemente purificado. Pode ser desejavel
mudar o tampdo no qual o virus estda compreendido. Por exemplo, pode ser
util trocar o tampido usado no processo de purificagdo contra um tampio
farmaceuticamente aceitavel. Muitos métodos utilizaveis para trocar o tampao
sdo conhecidos por uma pessoa experiente na técnica. Dentre eles, filtragdo
tangencial € particularmente preferida.

Filtragdo tangencial é uma técnica de filtragdo na qual a
suspensdo a ser filtrada move-se em uma velocidade alta ao longo de uma

direcdo que ¢ paralela a superficie de filtragdo com o propdsito de criar uma
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turbuléncia na suspensdo que previne a formacido de bolo de filtragdo bem
como o freqiiente bloqueio do filtro.

Enquanto a suspensdo flui em velocidade alta em paralelo a
superficie de filtragdo, o soluto passa através dos orificios da superficie de
filtracdo por causa da diferenga de pressdo e é continuamente removido. A
superficie de filtragdo deve ser tal que resista mecanicamente a diferenga de
pressdo entre o compartimento de retido (i.e. o compartimento de
concentragdo de suspensdo) e o compartimento de permeato (solugio filtrada
limpida livre de particulas suspensas).

As varias etapas compreendidas no processo de acordo com a
invengdo podem ser implementadas em lugares de trabalho separados e/ou em
periodos de tempo diferentes. Por exemplo, a infec¢do da célula
acondicionadora e a purificagdo do virus da variola podem ser feitas em
Jugares de trabalho diferentes. Também, a célula acondicionadora e/ou o meio
de cultura de célula podem ser armazenados (e.g a -80°C) desde que
necessario, antes de serem purificados.

A presente invengdo também se refere as composi¢des obtidas
pelo processo previamente descrito e a composigdo compreendendo o virus da
variola da invengéo.

Preferivelmente, a composi¢do da invengdo compreende mais
do que 1%, preferivelmente mais do que 5%, ainda mais preferivelmente mais
do que 10% e muito mais preferivelmente pelo menos 20% dos virus da
variola compreendidos em citada composi¢do sdo EEV.

De acordo com uma modalidade preferida, a composi¢do de
acordo com a invengo possui um titulo de pelo menos 10°, preferivelmente
de pelo menos 10°, mais preferivelmente de pelo menos 107, ainda mais
preferivelmente de pelo menos 10® pfu por ml.

De acordo com outra modalidade preferida, a composi¢do de

acordo com a invengdo possui um titulo de pelo menos 10°, preferivelmente
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10* e muito mais preferivelmente de pelo menos 3x10° pfu por pg de proteina.

A presente kinvenc;ala também se refere a composicdo
farmacéutica compreendendo o virus da variola obtido pelo processo da
inven¢do, e/ou composi¢do de acordo com a invengdo. Como aqui usado,
"composi¢do farmacéutica" refere-se a uma composi¢do compreendendo um
veiculo farmaceuticamente aceitavel.

Um tal veiculo € preferivelmente isotonico, hiﬁotc‘)nico ou
fracamente hipertonico e possui uma forga idnica relativamente baixa, tal
como por exemplo uma solucdo de sacarose. Além disso, um tal veiculo pode
conter qualquef solvente, ou‘ liquido aquoso ou parcialmente aquoso tal como
agua estéril ndo pirogénica. O pH da composi¢do farmacéutica €, em adigdo,
ajustado e tamponado de modo a atender aos requerimentos de uso in vivo. A
composi¢do farmacéutica também pode incluir um diluente, adjuvante ou
excipiente farmaceuticamente aceitavel, bem como agentes de solubilizacio,
estabilizante e conservante. Para administragdo injetdvel, uma formula¢do em
solugdo aquosa, ndo-aquosa ou isotdnica é preferida. Pode ser proporcionada
em uma dose Unica ou em uma multidose em forma liquida ou seca (po,
liofilizada e semelhante) que pode ser reconstituida no momento de uso com
um diluente apropriado.

A presente invengdo também se refere ao virus da variola e a
composigdo obtida pelo processo de acordo com a inveng3o.

A presente inveng¢do também se refere ao uso de um processo
de acordo com a invengéo para a produgéo de um virus, uma composi¢io e/ou
uma composi¢do farmacéutica.

A presente invengdo também se refere ao uso de um virus da
variola, uma composi¢do e/ou uma composi¢do farmacéutica de acordo com a
invencdo para a preparagdo de um medicamento.

De acordo com uma modalidade preferida o medicamento de

acordo com a invengdo € para o tratamento terapéutico ou profilatico de
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cancer.

Dentre as aplicagdes que podem ser consideradas, podem ser
mencionados cénceres de mama, de Utero (em particular aqueles induzidos
por virus do papiloma), de prostata, dos pulmdes, da bexiga, do figado, do
cblon, do pancreas, do estdmago, do eséfago, do laringe, do sistema nervoso
central (em particular glioma) e do sangue (linfomas, leucemia e semelhante).

A composi¢gdo de acordo com a invengdo pode ser
manufaturada convencionalmente para administracdo pela rota local,
parenteral ou digestiva. Podem ser mencionada as rotas intragastrica,
subcutdnea, intracardiaca, intramuscular, intravenosa, intraperitoneal,
intratumoral, intranasal, intrapulmonar ou intratraqueal. Para as trés altimas
modalidades, administragdo por aerossol ou instilagdo € vantajosa. A
administracdo pode ser feita como uma dose unica ou repetida uma vez ou
vérias vezes ap6s um certo intervalo de tempo. A rota de administragio
apropriada e a dosagem variam como uma fun¢do de varios parametros, por
exemplo, do individuo, da doenga a ser tratada ou do(s) gene(s) de interesse a
ser transferido.

De acordo com uma primeira possibilidade, o medicamento
pode ser administrado diretamente in vivo (por exemplo por inje¢do
intravenosa, para dentro de um tumor acessivel ou em sua periferia,
subcutaneamente para uma vacinagdo terapéutica ou profilatica). Também &
possivel adotar a abordagem ex vivo que consiste na colheita de células do
paciente (células-tronco de medula dssea, linfécitos de sangue periférico,
células musculares e semelhante), transfec¢do ou infec¢do delas in vitro de
acordo com as técnicas da técnica anterior readministrando-as ao paciente.

Além disso € possivel considerar, onde apropriado e sem se
desviar do escopo da presente invengdo, a realizagdo de administra¢des
simultdneas ou sucessivas, por rotas diferentes, dos varios componentes

contidos na composi¢do farmacéutica ou na composi¢do de acordo com a
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invencgao.

De acordo com uma modalidade vantajosa da inveng¢do, o uso
terapéutico ou o método de tratamento € combinado com um segundo
tratamento do paciente por cirurgia (remog¢ao parcial ou completa do tumor),
por radioterapia ou quimioterapia. Neste caso particular, o tratamento de
acordo com a invencgdo € aplicado antes do, concomitante com o ou
subseqiiente ao citado segundo tratamento. Preferivelmente, este tratamento
sera aplicado subseqiliente ao citado segundo tratamento.

De acordo com outra modalidade preferida o medicamento de
acordo com a invengdo € para o tratamento terapéutico ou profilatico de
doengas infecciosas, em particular de origem viral, induzidas por virus de
hepatite B ou C, HIV, herpes, retrovirus e semelhante. Os exemplos que
seguem sdo intencionados para ilustrarem os varios temas da presente
invencgdo e sdo conseqiientemente ndo limitantes em caréater.

Tabela 1: mostra a taxa de sobrevivéncia de camundongos
CS57BL/6 que tém sido implantados com células TC1 expressando oncogene
C-Ha-ras, E6 e E7 de HPV 16. Os grupos diferentes de camundongos s#o
tratados com composi¢des compreendendo IMV e EEV codificadores de
antigenos de HPV, IMV codificador de antigenos de HPV ou IMV ndo
codificador de antigeno.

Tabela 2: mostra a percentagem de camundongos C57BL/6
livres de tumor apés implantagdo com células TC1 expressando oncogene C-
Ha-ras, E6 e E7 de HPV 16. os grupos diferentes de camundongos sdo
tratados com composi¢des compreendendo IMV e EEV codificadores de
antigenos de HPV, IMV codificador de antigenos de HPV ou IMV nio
expressando antigenos. |

Tabela 3: mostra a taxa de sobrevivéncia de camundongos
C57BL/6 que tém sido implantados com células TC1 expressando Mucl. Os

grupos diferentes de camundongos sd3o tratados com composigdes
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compreendendo IMV e EEV codificadores de Mucl e IL2, IMV codificador
de Mucl e IL2 ou IMV nio expressando antigenos.

Exemplos

1.Preparacdo de composi¢des compreendendo IMV e EEV.

A. Preparacdo de CEF.

Sessenta e seis ovos SPF sdo incubados por 60 s em uma
solu¢do de formol a 2%. Apos serem lavados com etanol 70%, os ovos sdo
abertos, os embrides sido extraidos e dissecados. Os tecidos obtidos sdo entédo
digeridos a 36,5°C por 120 min por dispase (Ul/ml) e #riple select (Ul/m1).

A mistura € filtrada para remover tecidos nfo digeridos e as
CEF séo colhidas por centrifugagdo (2300 rpm, 15 min.)

B. Cultivo e infec¢cdo de CEF.
As CEF sio incubadas em 55 L de VP-SFM (Invitrogen) por 2

dias a 36,5°C. O meio de cultura de células é entdo descartado e o virus da
variola (0,05 MOI) é adicionado em 55 L de Meio Basal de Eagle
(Invitrogen). As células acondicionadoras infectadas sdo entdo incubadas por
trés dias.

C. Purificacdo de virus da variola.

A célula acondicionadora e o meio de cultura de células sdo
colhidos. A mistura € entdo homogeneizada por 15 min. com um
homogeneizador de velocidade alta Silverson© L4R. A mistura obtida ¢ ento
clarificada por filtragdo em profundidade em um sartopure 8um (sartorius)
acoplado em um sartopure Spm em uma vazdo de fluxo de 1 L/min.

A mistura é depois concentrada 18 vezes através de um
Moddulo de Microfiltragdo Prostak de 0,1 um (ref: PSVVAGO021, Millipore).

A composigdo poxviral € depois diafiltrada no mesmo moédulo
contra o veiculo farmaceuticamente aceitavel desejado.

2. Comparacio de eficicia terapéutica entre uma composicdo compreendendo

EEV e IMV e uma composicdo compreendendo apenas IMV.
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A. Tratamento terapéutico de camundongos possuindo tumor expressando

antigenos de HPV.

Denominacgdo e descri¢do breve de cada construgdo de vetor

Vetor TG4001: MVA transportando as seqiiéncias
codificadoras para as proteinas de HPV, E6 e E7, (sob o controle do promotor
p7.5) e IL2 (sob o controle do promotor pHSR). Foram testados dois lotes, um
compreendendo IMV e EEV (preparado como previamente descrito) e
compreendendo apenas IMV.

Vetor N33: vazio MV A que néo expressa as proteinas E6 e E7
de HPV nem 1L2 foi usado como controle negativo.

Modelo animal

Camundongos fémeas C5761/6 de idade de 6 a 8 semanas
foram usados em todo este estudo. Estes camundongos foram obtidos de
Charles River (Rouen, Francga).

Especificagdo: os animais eram de 6 semanas de idade no dia
de chegada. No inicio da experimentagdo, eram de menos de 8 semanas de
idade.

Ambiente: os animais foram alojados em uma sala Uunica,

exclusiva com ar condicionado para proporcionar um minimo de 11 trocas de

ar por hora. As faixas de temperatura ¢ de umidade relativa estavam dentro de

18°C e 22°C e 40 a 70% respectivamente. Iluminagdo foi controlada
automaticamente para dar um ciclo de 12 horas de luz e 12 horas de escuro.
Estado livre de patdgeno especifico é checado por controle
regular do ambiente.
Dieta: em todo o estudo os amimais tiveram acesso ad libitum
a dieta esterilizada de tipo D04 (UAR, Epinay sur Orge, Franga).
Agua foi proporcionada ad libitum via garrafas.
Procedimentos de aclimatizagdo e saude: todos os animais

receberam inspec¢do clinica para saude na chegada. Foram aclimatizados em
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uma instalagdo de animal Livre de Patdgeno Especifico (SPF) entre uma e
duas semanas antes do inicio do experimento com o propdsito de garantir sua
adequabilidade para o estudo.

Caracteristicas de células de tumor e condigbes de uso:

Linhagem de TC1 tem sido derivada de células epiteliais
pulmonares primdrias de camundongos C5761/6 co-transformados com
oncogenes c-Ha-ras, E6 ¢ E7 de HPV-16. Estas células crescem em DMEM
com Glutamina (2mM), soro fetal bovino (10%), aminoacidos ndo-essenciais
(0,lmM), Piruvato de Na (ImM), 1-mercapto-etanol (36uM), Higromicina
(0,2mg/ml) e G418 (0,5mg/ml). Apoés descongelamento, as células foram
amplificadas duas vezes, a ultima passagem foi realizada dois dias antes da
injegdo de células.

Injegdo de células

No primeiro dia do experimento, as células TC1 foram
injetadas subcutaneamente em camundongos em uma dose de 2,0 E+05
células/camundongo no flanco.

Injegoes virais

7 dias apés a injecdo de células, 5,0 E+05
pfu/50pL/camundongo de lotes testados (TG4001 IMV/EEV ou IMV apenas)
MVATGN33 (vetor vazio) foram injetados em camundongos. Vinte
camundongos foram usados por lote testado.

Infecgdes virais foram realizadas subcutaneamente no mesmo
flanco mas em um sitio distante do ponto de inje¢do de célula e realizadas 3
vezes em intervalos de 7 dias.

Pardametros de monitoragdo:

Crescimento de tumor foi monitorado por 90 dias apds a
injecdo de células, com um compasso de calibre. Os camundongos foram
mortos por razdes éticas quando o tamanho do tumor foi superior a 25 mm em

didmetro ou quando mostraram dor até mesmo se o tumor era menor.
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Camundongos sobreviventes foram registrados.
Resultados

Todos os grupos tratados com o vetor MVA codificador de
antigeno de HPV mostraram uma taxa de sobrevivéncia mais alta do que a do
grupo tratado com um vetor MVA vazio. Os camundongos tratados com a
composi¢do compreendendo EEV e IMV mostraram uma taxa de
sobrevivéncia mais alta do que a dos camundongos tratados pela composic¢io
compreendendo apenas IMV. Além disso, 35 % dos camundongos tratados
pela composi¢do compreendendo EEV e IMV ficaram livres de tumor 77 dias
ap6s serem injetados comparados com apenas 10 % dos camundongos
tratados com a composigdo compreendendo apenas IMV.
B. Tratamento terap€utico de camundongos possuindo tumor expressando

Mucl.

Denominacgdo e descrigdo breve de cada construgdo de vetor

Vetor TG4010: MVA transportando as seqiiéncias
codificadoras de proteinas Mucl (sob o controle do promotor p7.5) e 1L2
(sob o controle do promotor pHS5R). Foram testados dois lotes, um
compreendendo IMV e EEV e um compreendendo apenas IMV.

Um vetor vazio MVATGN33 que ndo expressa Mucl, nem
1L.2 foi usado como controle negativo.

Modelo de camundongo e sistemas de experimento em animal

Espécies, cepa e fornecedor: camundongos fémeas C57B1/6
de 6 a 8 semanas de idade foram usados em todo este estudo. Estes
camundongos foram obtidos de Charles River (Rouen, Franga).

Especificagdo: os animais eram de 6 semanas de idade no dia
de chegada. No inicio do experimento, eram menos de 8 semanas de idade.

Ambiente: os animais foram alojados em uma sala tnica,
exclusiva com ar condicionado para proporcionar um minimo de 11 trocas de

ar por hora. As faixas de temperatura e de umidade relativa estavam dentro de
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18°C e 22°C e 40 a 70% respectivamente. Iluminacdo foi controlada
automaticamente para dar um ciclo de 12 horas de luz e 12 horas de escuro.

Os animais foram alojados em grupos de 10 por gaiola de 43
cm x 27 cm x 15 c¢m, area do piso de a 1.161 cm”.

Dieta: em todo o estudo os amimais tiveram acesso ad libitum
a dieta esterilizada de tipo RM (SDS, Le Bord'Haut deVigny, Franga).

Agua foi proporcionada ad libitum via garrafas.

Contaminantes ndo estavam presentes na dieta ou na agua em
niveis que poderia ter interferido com o alcance dos objetivos do estudo.

Procedimentos de aclimatiza¢do e saude: todos os animais
receberam inspeg¢do clinica para saude na chegada. Foram aclimatizados em
uma instalagdo de animal Livre de Patoégeno Especifico (SPF) entre uma e
duas semanas antes do inicio do experimento com o propdsito de garantir sua
adequabilidade para o estudo.
Caracteristicas de células de tumor e condig¢des de uso:

A linhagem de tumor RMA tem sido derivada de um linfoma
C57Bl/6. Células RMAMucl foram obtidas apos transfec¢do com um
plasmideo de expressio contendo o gene Mucl a. Estas células foram
crescidas em DMEM com Glutamina (2mM), soro fetal bovino (10%),
aminoacidos ndo-essenciais (0,1mM), Piruvato de Na (1mM), B-mercapto-
etanol (36uM), Higromicina (550 pg/ml). Apds descongelamento, as células
foram amplificadas duas vezes, a Ultima passagem foi realizada no dia antes
do desafio.
Imunizagdo

Os camundongos foram imunizados com 1,0 x 10* ou 3,0 x 10*
pfu/camundongo para virus TG4010 e com 3,0 x 10* pfu/camundongo
MVATGN33.

20 Camundongos foram usados por lote testado.

Imunizag¢des virais foram realizadas subcutaneamente em um
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flanco e conduzidas 3 vezes em intervalos de 14 dias.
Desafio de tumor

Duas semanas apds a ultima imunizacdo, os camundongos
foram desafiados subcutaneamente no mesmo flanco mas em um sitio distante
do ponto de inje¢do viral, com 1,0 E+06 células viaveis
RMAMucl/50pL/camundongo.

Parametros de monitoragdo:

Crescimento de tumor foi monitorado por 6 semanas apods o
desafio de tumor, com um compasso de calibre. Os camundongos foram
mortos por razdes éticas quando o tamanho do tumor foi superior a 25 mm em
didmetro ou quando mostraram dor até mesmo se o tumor era menor.

Camundongos sobreviventes foram registrados.

20 Camundongos foram usados por dose.

Resultados.

Todos os grupos tratados com o vetor MVA codificador de
antigeno Mucl mostraram um crescimento de tumor mais lento € uma taxa de
sobrevivéncia mais alta do que o grupo tratado com um vetor MVA vazio. Os
camundongos tratados com a composi¢cdo compreendendo EEV e IMV
mostraram um crescimento de tumor mais lento do que os camundongos

tratados com a composi¢do compreendendo apenas IMV.
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REIVINDICACOES

1. Virus da variola recombinante, caracterizado pelo fato de

que o citado virus da variola recombinante ¢ um EEV sem especificidade de
infecgdo visada.
2. Virus da variola recombinante de acordo com a

reivindica¢do 1, caracterizado pelo fato de que o citado virus da variola ¢

escolhido do grupo compreendendo Orthopoxvirus, Parapoxvirus,
Avipoxvirus, Capripoxvirus, Leporipoxvirus, Suipoxvirus, Molluscipoxvirus,
Yatapoxvirus.

3. Virus da variola recombinante de acordo com a

reivindicagdo 2, caracterizado pelo fato de que o citado virus da variola ¢ um

orthopoxvirus.

4. Virus da variola recombinante de acordo com a

reivindicagdo 3, caracterizado pelo fato de que o citado orthopoxvirus é um
Virus de Vacinia.
5. Virus da wvariola recombinante de acordo com a

reivindicagdo 3, caracterizado pelo fato de que o citado Orthopoxvirus € um

virus de vacinia Ankara modificado.
6. Virus da variola recombinante de acordo com uma das

reivindicagdes 1 a 5, caracterizado pelo fato de que o citado virus da variola

compreende uma seqiiéncia exogena codificadora de uma molécula possuindo
uma funcgdo direta ou indiretamente citotdxica.
7. Virus da variola recombinante de acordo com a

reivindica¢do 6, caracterizado pelo fato de que a citada seqii€ncia exdgena ¢

um gene suicida.
8. Virus da variola recombinante de acordo com uma das

reivindica¢des 1 a 5, caracterizado pelo fato de que o citado virus da variola

compreende uma seqiiéncia exogena codificadora de um Antigeno Associado

a Tumor (TAA).



10

15

20

25

2

9. Virus da variola recombinante de acordo com uma das

reivindicagdes 1 a 5, caracterizado pelo fato de que o citado virus da variola

compreende uma seqiiéncia exdgena codificadora de um antigeno.
10. Virus da wvariola recombinante de acordo com a

reivindicagdo 9, caracterizado pelo fato de que o citado antigeno é derivado

de um virus.
11. Virus da variola recombinante de acordo com uma das

reivindicagdes 1 a 10, caracterizado pelo fato de que o citado virus da variola

compreende os elementos necessarios para expressio da seqiiéncia exdgena.
12. Processo para produzir um virus da variola de tipo
selvagem, um virus da variola atenuado e/ou um virus da variola

recombinante sem especificidade de infec¢do visada, caracterizado pelo fato

de compreender as etapas de :

a) preparar uma cultura de células acondicionadoras,

b) infectar a citada cultura de células,

¢) cultivar as citadas células infectadas por um periodo de
tempo apropriado,

d) recuperar as particulas de virus da variola produzidas do
sobrenadante de cultura e/ou as células acondicionadoras, e

13. Processo de acordo com a reivindicagdo 12, caracterizado

pelo fato de que o citado processo esta livre de produtos animais.
14. Processo de acordo com as reivindicagdes 12 ou 13,

caracterizado pelo fato de que a citada célula acondicionadora € uma CEF.

15. Processo de acordo com uma das reivindicagdes 12 a 14,

caracterizado pelo fato de que a etapa c) dura entre dois e quatro dias.

16. Processo de acordo com uma das reivindicagdes 12 a 15,

caracterizado pelo fato de que a etapa d compreende o rompimento da célula

acondicionadora pelo uso de um homogeneizador de velocidade alta.

17. Processo de acordo com uma das reivindicagbes 12 a 16,



10

15

20

25

caracterizado pelo fato de que o citado processo adicionalmente uma etapa de

clarificagdo, da mistura obtida da etapa d, permitindo a remogdo dos
fragmentos celulares.

18. Processo de acordo com a reivindicacdo 17, caracterizado

pelo fato de que a citada etapa de clarificagdo € uma etapa de filtragdo em
profundidade.
19. Processo de acordo com as reivindicagdes 17 ou 18,

caracterizado pelo fato de que o citado processo compreende uma etapa de

concentracgao.

20. Processo de acordo com a reivindicagdo 19, caracterizado

pelo fato de que a citada etapa de concentragdo € uma etapa de microfiltragdo.

21. Processo de acordo com a reivindicagdo 19, caracterizado

pelo fato de que o citado processo adicionalmente compreende uma etapa de
diafiltragdo.
22. Processo de acordo com uma das reivindicagdes 12 a 21,

caracterizado pelo fato de que nfo € usada nuclease e mais particularmente

nao ¢ usada benzonase.

23. Composicao, caracterizada pelo fato de compreender virus
da variola recombinante como definido em uma das reivindicagdes 1 a 11 ou
de ser obtida pelo processo como definido em uma das reivindicagdes 12 a 22.

24. Composicdo de acordo com a reivindicagdo 23,

caracterizada pelo fato de que mais do que 1%, preferivelmente mais do que

5%, ainda mais preferivelmente mais do que 10% e muito mais
preferivelmente pelo menos 20% de virus da variola compreendido em citada
composi¢do € EEV.

25. Composigdo de acordo com as reivindicagdes 23 ou 24,

caracterizada pelo fato de possuir um titulo de pelo menos 10°,

preferivelmente de pelo menos 10°, mais preferivelmente de pelo menos 107,

ainda mais preferivelmente de pelo menos 10® pfu por ml.
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26. Composigdo de acordo com uma das reivindica¢des 23 a

25, caracterizada pelo fato de possuir um titulo de pelo menos 10°,

preferivelmente 10* e muito mais preferivelmente de pelo menos 3 x 10° pfu
por pg de proteina.

27. Uso de virus da variola recombinante como definido em
uma das reivindicagdes 1 a 11, da composi¢do como definida em uma das

reivindicagdes 23 a 26, caracterizado pelo fato de ser para a preparagido de um

medicamento.

28. Uso de acordo com a reivindicagdo 27, caracterizado pelo

fato de ser para o tratamento terapéutico ou profilatico de cancer.

29. Uso de acordo com a reivindicagdo 27, caracterizado pelo

fato de ser para o tratamento terapéutico ou profilatico de doengas infecciosas.
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| | RESUMO } o
“VIRUS DE VACINIA ANKARA MODIFICADO RECOMBINANTE,

" PROCESSO PARA PRODUZIR UM VIRUS DA VARIOLA DE TIPO.

SELVAGEM, UM VIiRUS DA VARIOLA ATENUADO E/OU UM VIRUS
DA VARIOLA RECOMBINANTE SEM ESPECIFICIDADE - DE-

"INFECCAO VISADA, COMPOSICAO E, USO DE UM V[RUS DA _

VARIOLA RECOMBINANTE Oou DE UMA COMPOSICAO”
- - A presente 1nveng:ao refere-se . as composu;oes e as .

composi¢des farmacéuticas compreendendo virus-. da variola e mais

particularmente aos virus envelopados extracelulares. A presente invengdo.

também-se refere a.um processo para produzir virus da variola e aos virus da

variola obtidos do mesmo. Ainda mais, a prese’nte invengﬁo também se refere

ao uso de mtados virus: da variola e citada composu;ao para preparac;ao de um

’ _medlcamento

e 7/_;53—5 |



«

A requerente apresenta novas.vias das reivindicagdes para

melhor esclarecer e definir o presente pedido.
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REIVINDICACOES

1. Virus de vacinia Ankara modificado recombinante,

caracterizado pelo fato de que o citado virus de vacinia Ankara modificado

recombinante ¢ um EEV sem especificidade de infecgdo visada.
2. Virus de vacinia Ankara modificado recombinante de acordo

com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo fato de que o citado virus de vacinia

Ankara modificado recombinante compreende uma seqii€ncia exdgena codificadora
de uma molécula possuindo uma fungio direta ou indiretamente citotoxica.

3. Virus de vacinia Ankara modificado recombinante de

acordo com a reivindicagdo 2, caracterizado pelo fato de que a citada
seqiiéncia exdgena € um gene suicida.
4. Virus de vacinia Ankara modificado recombinante de

acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo fato de que o citado virus de

vacinia Ankara modificado recombinante compreende uma seqiiéncia
exdgena codificadora de um Antigeno Associado a Tumor (TAA).
5. Virus de vacinia Ankara modificado recombinante de

acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo fato de que o citado virus de

vacinia Ankara modificado recombinante compreende uma seqiiéncia
exdgena codificadora de um antigeno.
6. Virus de vacinia Ankara modificado recombinante de

acordo com a reivindicagdo 5, caracterizado pelo fato de que o citado

antigeno € derivado de um virus.
7. Virus de vacinia Ankara modificado recombinante de

acordo com uma das reivindicagdes 1 a 6, caracterizado pelo fato de que o

citado virus de vacinia Ankara modificado recombinante compreende os
elementos necessarios para expressdo da seqii€éncia exogena.
8. Processo para produzir um virus da variola de tipo

selvagem, um virus da variola atenuado e/ou um virus da wvariola

recombinante sem especificidade de infec¢do visada, caracterizado pelo fato
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de compreender as etapas de :

a) preparar uma cultura de células acondicionadoras,

b) infectar a citada cultura de células,

¢) cultivar as citadas células infectadas por um periodo de
tempo apropriado,

d) recuperar as particulas de virus da variola produzidas do
sobrenadante de cultura e/ou as células acondicionadoras,

e) uma etapa de clarificacdo da mistura obtida da etapa d),
permitindo a remog¢do dos fragmentos celulares, em que a citada etapa de
clarificagdo € uma etapa de filtragdo em profundidade,

f) uma etapa de concentragdo, em que a citada etapa de
concentragdo € uma etapa de microfiltragdo, e

g) uma etapa de diafiltragéo

e, em que o citado processo esta livre de produtos animais.

9. Processo de acordo com a reivindicagdo 8, caracterizado

pelo fato de que a citada célula acondicionadora € uma CEF.
10. Processo de acordo com a reivindicagdo 8 ou 9,

caracterizado pelo fato de que a etapa c) dura entre dois e quatro dias.

11. Processo de acordo com uma das reivindicagdes 8 a 10,

caracterizado pelo fato de que a etapa d) compreende o rompimento da célula

acondicionadora pelo uso de um homogeneizador de velocidade alta.
12. Processo de acordo com uma das reivindicagdes 8 a 11,

caracterizado pelo fato de que ndo € usada nuclease e mais particularmente

nio é usada benzonase.

13. Composigdo, caracterizada pelo fato de compreender o

virus de vacinia Ankara modificado recombinante como definido em uma das
reivindicagdes 1 a 7 ou de ser obtida pelo processo como definido em uma das
reivindicagdes 8 a 12.

14. Composi¢gdo de acordo com a reivindicagdo 13,
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caracterizada pelo fato de que mais do que 1%, preferivelmente mais do que

5%, ainda mais preferivelmente mais do que 10% e muito mais
preferivelmente pelo menos 20% de virus da variola compreendido em citada
composigdo ¢ EEV.

15. Composi¢do de acordo com as reivindica¢gdes 13 ou 14,

caracterizada pelo fato de possuir um titulo de pelo menos 10°,

preferivelmente de pelo menos 10°, mais preferivelmente de pelo menos 10’,
ainda mais preferivelmente de pelo menos 10® pfu por ml.
16. Composic¢do de acordo com uma das reivindica¢des 13 a

15, caracterizada pelo fato de possuir um titulo de pelo menos 107,

preferivelmente 10* e muito mais preferivelmente de pelo menos 3 x 10° pfu
por pg de proteina.

17. Uso de um virus da variola recombinante ou de uma
composi¢do, em que

(1) o citado virus da variola recombinante é

(a) um EEV sem especificidade de infec¢do visada; ou

(b) um virus de vacinia Ankara modificado recombinante
como definido em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 7; ou

(c) um virus da variola de tipo selvagem, um virus da variola
atenuado e/ou um virus da variola recombinante obtido por um processo
como definido em uma das reivindicagGes 8 a 12; ou

(ii) a citada composigdo é como definida em uma das
reivindicagdes 13 a 16

caracterizado pelo fato de ser para a preparacio de um

medicamento.

18. Uso de acordo com a reivindicagdo 17, caracterizado pelo

fato de ser para o tratamento terapéutico ou profilatico de céncer.

19. Uso de acordo com a reivindicacfio 17, caracterizado pelo

fato de ser para o tratamento terapéutico ou profilatico de doengas infecciosas.
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