(21) B8R 112020013000 a2 [ [|[IININIRITNANIL

(22) Data do Depésito: 28/12/2018

Republica Federativa do Brasil  (43) Data da Publicacao Nacional: 30/03/2021

Ministério da Economia
Instituto Nacional da Propriedade Industrial

(54) Titulo: ANTICORPO MONOCLONAL NEUTRALIZANTE TOTALMENTE HUMANO NATIVO CONTRA TOXINA TETANICA E
SUAS APLICACOES

(51) Int. Cl.: CO7K 16/12; C12N 15/13; C12N 15/85; C12N 5/10; A61K 39/40; (...).

(30) Prioridade Unionista: 04/05/2018 CN 201810420730.5; 29/12/2017 CN 201711482969.7; 29/12/2017 CN 201711486693.X;
29/12/2017 CN 201711486732.6.

(71) Depositante(es): ZHUHAI TRINOMAB BIOTECHNOLOGY CO., LTD..

(72) Inventor(es): HUAXIN LIAO; YUEMING WANG; XIAOHUI YUAN; WEIHONG ZHENG.
(86) Pedido PCT: PCT CN2018124958 de 28/12/2018

(87) Publicacao PCT: WO 2019/129214 de 04/07/2019

(85) Data da Fase Nacional: 26/06/2020

(57) Resumo: A presente invengao se refere a anticorpos monoclonais neutralizantes totalmente humanos nativos contra toxina
tetanica. Os anticorpos monoclonais neutralizantes totalmente humanos nativos contra toxina tetanica desenvolvidos da invengéo
através de uma plataforma sistematica de alta produtividade que seja especializada para identificar e desenvolver anticorpo
nativo humano. Os anticorpos monoclonais neutralizantes descritos na invengédo podem ser usados na prevencgao, tratamento e
teste de infec¢do por Clostridium tetani. Os anticorpos monoclonais neutralizantes totalmente homanos desenvolvidos na
invencdo tém uma alta afinidade com a toxina tetanica, bem como possuem altas atividades neutralizantes contra a toxina,
seguros de uso com alta eficacia de prevencdo de doenca, livres de contaminag&o por virus exdégeno, e sdo amplamente
aplicaveis a varios grupos humanos com fortes aplica¢6es industriais.
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Relatorio Descritivo da Patente de Invencdo para
“ANTICORPO MONOCLONAL NEUTRALIZANTE TOTALMENTE
HUMANO NATIVO CONTRA TOXINA TETANICA E SUAS
APLICAGOES™.

[001] Este requerimento solicita a data de prioridade dos
seguintes requerimentos de patente chinesa: Requerimento No.
2017114867326, intitulado “A fully native human neutralizing
monoclonal antibody against tetanus toxin and its applications”
registrado em 29 de dezembro de 2017; Requerimento No.
201711486693X, intitulado “Preparation of neutralizing antibody
against tetanus toxin and its applications” registrado em 29 de
dezembro de 2017; Requerimento No. 2017114829697, intitulado “An
fully native human neutralizing antibody against tetanus toxin”
registrado em 29 de dezembro de 2017, e Requerimento No.
201810420730.5 intitulado “A neutralizing antibody against tetanus
toxin and its applications” registrado em 04 de maio de 2018. Todos os
requerimentos de patente chinesa acima s&o incorporados por meio de
referéncia aqui, a este requerimento de patente.

CAMPO DA TECNOLOGIA

[002] Esta invencéo pertence ao campo da Imunologia Celular e
da Engenharia Genética, e se refere a um anticorpo monoclonal
neutralizante totalmente humano nativo contra toxina tetanica e suas
aplicagoes.

ANTECEDENTES DA INVENGAO

[003] O tétano € uma doenga aguda, caracterizada por espasmos
musculares provocados por uma neurotoxina produzida pelo
Clostridium tetani depois de sua invasdo dentro de um corpo através
de um ferimento e reproducdo sob ambiente anaerdbico. Os pacientes
graves podem morrer devido a espasmo da laringe ou a infeccao

pulmonar secundaria grave. A taxa de mortalidade pode ser téo
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elevada quanto 20 a 50% entre os recém-nascidos e os pacientes
graves. A cada ano ocorrem cerca de um milhdo de o&bitos
globalmente provocados pelo tétano, em sua maioria nos paises e
regides ndo desenvolvidos. Clinicamente o tétano é categorizado em
quatro tipos: tétano local, tétano cefalico, tétano generalizado e tétano
neonatal.

[004] O C. tetani € bactéria estritamente anaerdbica, e seus
esporos sdo extremamente resistentes e séo resistentes a seca, ao
calor e a anti-sépticos, porém sao sensiveis a solucdo de iodo ou
solucdo neutra de glutaraldeido, e podem ser destruidos por estes
reagentes a curto prazo. O C. tetani pode produzir dois tipos de
exotoxinas: a toxina hemolitica do tétano, a qual provoca hemdlise, e a
toxina espastica do tétano, a qual € a toxina tetdnica comumente
conhecida.

[005] A toxina tetanica € uma proteina produzida e secretada por
C. tetani, consistindo em 1315 aminoacidos e com um peso molecular
de 150.700 Da. A dose letal estimada para toxina tetanica € de cerca
de 0,25 ng/kg. A toxina tetanica € expressa como uma proteina de
cadeia unica dentro da célula da bactéria, e em seguida € clivada por
enzimas de proteina em uma cadeia leve e uma cadeia pesada
acopladas juntas por uma ligacdo de dissulfeto. De acordo com suas
fungdes in vivo, a molécula da toxina tetanica € dividida em trés
regides A, B e C: o fragmento de cadeia leve € fragmento A, a metade
N-terminal da cadeia pesada é o fragmento B, e a outra metade da
cadeia pesada € o fragmento C.

[006] De modo geral, o mecanismo pode ser dividido em trés
etapas: ligacdo, transporte e acdo. Pesquisas mostraram que o
fragmento C da toxina tetanica pode se ligar ao receptor de toxina, o
qual se acredita de modo geral que seja como um gangliosideo. O

fragmento C tem a funcdo de transporte axonal retrégrado para o
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sistema nervoso central, e tem sido usado para desenvolver vacinas
de subunidades. O fragmento B pode formar um canal de ions através
de bicada de fosfolipideos artificiais, transportando o fragmento ativo
de toxina para uma célula. O Fragmento A € uma protease de Zn, com
atividade de protedlise, e pode decompor proteinas da membrana
envolvendo o transporte proteico-vesicular de neurotransmissores. Isto
inibe a liberagdo de neurotransmissores e causa a transmissao
continua de impulso excitatério, resultando em sintoma clinico de
violenta paralisia espastica. No entanto, o isolamento direto e a
purificacdo do fragmento C de toxina tetanica tém muitas deficiéncias:
alta toxicidade da toxina tetanica, possivel transmissdo por esporos,
processos complexos para cultura e isolamento, baixa taxa de
recuperacao e um certo grau de risco.

[007] Inicialmente, o toxoide tetanico era usado para prevengéao e
tratamento do tétano como imunorreagentes, mas com bastantes
reacdes adversas, tais como alta sensibilizacdo. Nos anos sessenta do
século XX, os paises desenvolvidos na Europa e na América
desenvolveram a imunoglobina tetanica humana (HTIG). A producao
de HTIG na China se iniciou nos anos oitenta, e a produgéo atual de
HTIG ainda ndo pode satisfazer as demandas do mercado,
essencialmente TAT (AntiToxina Tetanica) de soro de cavalo ocupa a
maioria da participagdo do mercado. A HTIG humanizada superou as
reacdes adversas, tais como reacdo de sensibilizacdo causada pelo
uso clinico de TAT de soro de cavalo, e aprimorou significativamente a
prevencao e i tratamento do tétano. Mas como o sangue humano é
uma fonte escassa com alto custo, e também com o risco de
contaminagao por virus exégeno, a producgao industrial e o uso clinico
de HTIG tem sido largamente limitado.

[008] Atualmente, existem relatérios sobre a transformacido de

anticorpo monoclonal de camundongo para produzir toxina tetanica
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manipulada geneticamente e humanizada, mas esses ainda estdo no
estagio de experimentagdo laboratorial. Recentemente, devido ao
rapido desenvolvimento da tecnologia de engenharia genética, se
tornou possivel produzir anticorpo humanizado / humano usando
tecnologia de engenharia genética. O anticorpo humanizado / humano
produzido através de engenharia genética pode reduzir ou eliminar a
reacao de sensibilizagcdo causada por soro xenogénico. Também pode
resolver os problemas de fonte insuficiente de sangue humano para a
producao de imunoglobulina humana ou a potencial contaminacéo por
virus. Isto se tornou o foco de pesquisa atual.

Descrigao da Invengao

[009] De modo a melhorar a escassez de tecnologia atual, o
principal propésito desta invengdo € proporcionar um anticorpo
monoclonal neutralizante totalmente humano nativo contra toxina
tetanica e seu fragmento de ligagdo ao antigeno sem imunogenicidade
ou contaminagdo por virus exdégeno, mas com alta afinidade, alta
especificidade e alta eficiéncia, também proporcionar sequéncias de
codificacdo para o anticorpo, linhagens celulares para producdo do
anticorpo, € métodos e aplicacbes para uso do anticorpo para
diagndstico, prevencgao ou terapia.

[010] Em um aspecto, a invengao proporciona um anticorpo
monoclonal neutralizante totalmente humano nativo contra toxina
tetanica e um fragmento de ligacdo ao antigeno do mesmo, em que o
anticorpo  monoclonal neutralizante compreende no minimo um
dominio variavel de cadeia pesada (VH) com trés CDRs e no minimo
um dominio variavel de cadeia leve (VL) com trés CDRs:

[011] em que as CDR1, CDR2 ou CDR3 do VH compreendendo
uma sequéncia de aminoacidos estipulada em qualquer uma entre a
SEQ ID NO: 1, 2, 3, 9, 10, 11, 19, 20, 21, 27, 28, ou 29, ou com

substituicdo, delecdo ou insercdo de um ou mais aminoacidos da
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mesma, ou com 80% ou mais homologos de sequéncia da mesma, e
com as mesmas fungdes ou fungdes similares; e as CDR1, CDR2 ou
CDR3 do VL compreendendo uma sequéncia de aminoacidos
estipulada em qualquer uma entre a SEQ ID NO: 4, 5, 6, 13, 14, 15,
23, 24, 25, 30, 31, ou 32, ou com substituicdo, delecédo ou insercao de
um ou mais aminoacidos da mesma, ou com 80% ou mais homodlogos
de sequéncia da mesma, e com as mesmas fungcbes ou fungdes
similares.

[012] De modo preferencial,em que as CDR1, CDR2 e CDR3 de
VH compreendendo uma sequéncia de aminoacidos estipulada na
SEQ ID NO: 1, na SEQ ID NO: 2, e na SEQ ID NO: 3,
respectivamente; em que as CDR1, CDR2 e CDR3 de VL
compreendendo uma sequéncia de aminoacidos estipulada na SEQ ID
NO: 4, na SEQ ID NO: 5, e na SEQ ID NO: 6, respectivamente;

[013] em que as CDR1, CDR2 e CDR3 de VH compreendendo
uma sequéncia de aminoacidos estipulada na SEQ ID NO: 9, na SEQ
ID NO: 10, e na SEQ ID NO: 11, respectivamente; em que as CDR1,
CDR2 e CDR3 de VL compreendendo uma sequéncia de aminoacidos
estipulada na SEQ ID NO: 13, na SEQ ID NO: 14, e na SEQ ID NO:
15, respectivamente. E o dominio estrutural de VH do anticorpo
monoclonal neutralizante compreende uma sequéncia de aminoacidos
estipulada na SEQ ID NO.: 12, e o dominio estrutural de VL do
anticorpo monoclonal neutralizante compreende uma sequéncia de
aminoacidos estipulada na SEQ ID NO.: 16;

[014] em que as CDR1, CDR2 e CDR3 de VH compreendendo
uma sequéncia de aminoacidos estipulada na SEQ ID NO: 19, na SEQ
ID NO: 20, e na SEQ ID NO: 21, respectivamente; em que as CDR1,
CDR2 e CDR3 de VL compreendendo uma sequéncia de aminoacidos
estipulada na SEQ ID NO: 23, na SEQ ID NO: 24, e na SEQ ID NO:

25, respectivamente;
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[015] em que as CDR1, CDR2 e CDR3 de VH compreendendo
uma sequéncia de aminoacidos estipulada na SEQ ID NO: 27, na SEQ
ID NO: 28, e na SEQ ID NO: 29, respectivamente; em que as CDR1,
CDR2 e CDR3 de VL compreendendo uma sequéncia de aminoacidos
estipulada na SEQ ID NO: 30, na SEQ ID NO: 31, e na SEQ ID NO:
32, respectivamente.

[016] Além disso, o VH do anticorpo monoclonal neutralizante
compreende uma sequéncia de aminoacidos estipulada em qualquer
uma entre a SEQ ID NO.: 7, a SEQ ID NO.: 17, a SEQ ID NO.: 22, e a
SEQ ID NO.: 33, ou com substituicado, delecao ou insercdo de um ou
mais aminoacidos da mesma, ou com 80% ou mais homodlogos de
sequéncia da mesma, e com as mesmas fungdes ou fungdes
similares; e o VL do anticorpo monoclonal neutralizante compreende
uma sequéncia de aminoacidos estipulada na SEQ ID NO.: 8, na SEQ
ID NO.: 18, na SEQ ID NO.: 26, na SEQ ID NO.: 34, ou com
substituicdo, delecdo ou insercdo de um ou mais aminoacidos da
mesma, ou com 80% ou mais homologos de sequéncia da mesma, e
com as mesmas fungdes ou fungdes similares;

[017] De modo preferencial,

[018] o VH do anticorpo monoclonal neutralizante compreende
uma sequéncia de aminoacidos estipulada na SEQ ID NO.: 7, e o VL
do anticorpo monoclonal neutralizante compreende uma sequéncia de
aminoacidos estipulada na SEQ ID NO.: 8;

[019] e o0 VH do anticorpo monoclonal neutralizante compreende
uma sequéncia de aminoacidos estipulada na SEQ ID NO.: 17, e o VL
do anticorpo monoclonal neutralizante compreende uma sequéncia de
aminoacidos estipulada na SEQ ID NO.: 18;

[020] e 0 VH do anticorpo monoclonal neutralizante compreende
uma sequéncia de aminoacidos estipulada na SEQ ID NO.: 22, e o VL

do anticorpo monoclonal neutralizante compreende uma sequéncia de
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aminoacidos estipulada na SEQ ID NO.: 26;

[021] e 0 VH do anticorpo monoclonal neutralizante compreende
uma sequéncia de aminoacidos estipulada na SEQ ID NO.: 33, e o VL
do anticorpo monoclonal neutralizante compreende uma sequéncia de
aminoacidos estipulada na SEQ ID NO.: 34.

[022] Além disso, o anticorpo monoclonal neutralizante ou o
fragmento de ligagdo ao antigeno do mesmo desta invengao se liga
imuno especificamente com toxina tetanica, e o anticorpo monoclonal
neutralizante ou o fragmento de ligacdo ao antigeno do mesmo nao se
dissocia da toxina tetanica ou Clostridium tetani em uma constante de
dissociagdo de equilibrio (KD) superior a 10°M.

[023] De modo preferencial, o tipo de cadeia pesada do anticorpo
monoclonal neutralizante desta invencéao € IgG1, 1gG2, IgG3, ou lg4, e
de modo mais preferencial, IgG1.

[024] De modo preferencial, o tipo de cadeia leve do anticorpo
monoclonal neutralizante desta invengcao € k ou A.

[025] O anticorpo  monoclonal neutralizante desta invengéo
compreende nao somente uma regido variavel, mas também uma
regiao constante.

[026] De modo preferencial, a regido constante do anticorpo
monoclonal neutralizante desta invencdo € a regido constante de
qualquer uma entre as 1gG1, 1gG2, 1IgG3 ou IgG4 humanas.

[027] O anticorpo antitoxina teténica ou seu fragmento de ligacao
ao antigeno desta invengdo € preferencialmente anticorpo
humanizado, compreendendo (ndo limitado a) fragmento Fv de cadeia
unica (scFv), Fab, Fab’, F(ab’)2, Fv, dsFv, diacorpo, Fd ou Fd’.

[028] O anticorpo monoclonal neutralizante ou o fragmento de
ligagdo ao antigeno do mesmo desta invengdo também compreende
um adaptador peptidico, e de modo preferencial, o adaptador peptidico

compreende cerca de 1 a 50 aminoacidos.
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[029] Em outro aspecto, esta invengdo proporciona um
conjugado, e o conjugado, o qual consiste no anticorpo monoclonal
neutralizante acima descrito ou no fragmento de ligacdo ao antigeno
do mesmo desta invencdo, € no marcador conjugado ao anticorpo
monoclonal neutralizante ou no fragmento de ligacdo ao antigeno do
mesmo desta invencgao, tal como uma parte testavel e reagentes. O
marcador € conjugado diretamente de maneira covalente ou néo
covalente ao anticorpo monoclonal neutralizante ou ao fragmento de
ligagdo ao antigeno do mesmo desta invencdo. Além disso, o
marcador pode ser conjugado através de um ou mais adaptadores ao
anticorpo monoclonal neutralizante ou ao fragmento de ligagcdo ao
antigeno do mesmo desta invencdo. A técnica para marcacado de
conjugacao ao anticorpo monoclonal neutralizante ou ao fragmento de
ligagdo ao antigeno do mesmo desta invengdo sao de conhecimento
geral dos técnicos neste campo. A parte testavel e/ou reagentes da
marcacdo incluem enzimas livres, grupos prostéticos, materiais
fluorescentes, materiais bioluminescentes, materiais radioativos,
materiais de emissdo de pdsitrons, e ions metalicos paramagnéticos
nao radioativos.

[030] Em outro aspecto, esta invengdo proporciona uma
composi¢cdo, compreendendo o anticorpo monoclonal neutralizante
acima descrito ou seu fragmento de ligagdo ao antigeno, e um
marcador quimico ou biolégico ligado de maneira covelante ao
anticorpo monoclonal neutralizante acima descrito ou seu fragmento
de ligacdo ao antigeno.

[031] De modo preferencial, a referida marcagdo quimica
incluindo marcacao isotdpica, marcacdo com imunotoxina, ou
marcagcdo com farmaco quimico; e a referida marcagao biologica
incluindo marcagdo com biotina, marcagdo com avidina, marcacao

enzimatica, marcacao fluorescente, ou marcacdo com agente de
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transferéncia de elétrons.

[032] Em outro aspecto, esta invengdo proporciona um
conjugado, compreendendo o anticorpo monoclonal neutralizante
acima descrito ou seu fragmento de ligagdo ao antigeno, e/ou
conjugado acima descrito, e/ou composi¢cdo acima descrita acoplado a
um meio sélido ou semi-saolido.

[033] Os exemplos de meio sdlido ou semissolido incluem placa
revestida com enzima (placa ELISA), magnética ou ndo magnética
imunosfera ou imunogranulos, e agente de dispersao celular.
Exemplos do agente de dispersédo celular incluem dioxido de silicio
coloidal revestido com oli-vinil-pirrolidona, polissacarideo e
amidotrizoato de sodio ou seus derivados.

[034] Em outro aspecto, esta invengdo proporciona uma
combinagao de composi¢cdes compreendendo o anticorpo monoclonal
neutralizante acima descrito ou seu fragmento de ligagéo ao antigeno,
e/ou conjugado acima descrito, e/ou composi¢cdo acima descrita, e/ou
conjugado acima descrito.

[035] A combinagcdo de composi¢cdes inclui combinacdo de
composi¢cdes farmacoldgicas e combinacdo de composicbes de
diagndstico.

[036] A combinacdo de composi¢cdes farmacoldgicas acima
descrita também inclui adjuvante farmacéutico aceitavel. Os
adjuvantes farmacéuticos aceitaveis sdo o agente adjuvante ou
diluente com pouca irritacao significativa para o corpo e sem nenhum
efeito para eliminar as atividades biolégicas dos compostos
farmacéuticos. Exemplos incluem salina, agua estéril, solucdo de
Ringer, salina tamponada, solucdo de glicose, solucdo de
maltodextrina, glicerina, etanol, ou uma mistura de dois ou mais dos
mesmos. Caso necessario,b, a combinacdo de composi¢cdes

farmacoldgicas descrita nesta invencdo pode incluir outros aditivos
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usados regularmente, tais como antioxidantes, tampdes,
bacteriostaticos, dispersantes, surfactantes, adesivos e lubrificantes.
Também pode ser preparada em diferentes formas de dosagens, tais
como preparagdes injetaveis como solugdes, suspensdes ou
emulsdes, pilulas, capsulas, granulos ou comprimido.

[037] A combinacdo de composi¢cdes farmacoldgicas deve ser
estéril e estavel durante a produgcédo ou o armazenamento. Ao produzir
po estéril para solugdes injetaveis, O método preferencial é secagem a
vacuo ou secagem por congelamento. Secagem a vacuo ou secagem
por congelamento pode transformar solugdes filtradas esterilizadas em
pos ao mesmo tempo que mantendo a atividade dos compostos
farmacéuticos. Opcionalmente, excipientes farmaceuticamente
aceitaveis podem ser adicionadas a uma solugdo da combinacédo de
composicao farmacologica desta invengao de modo a gerar uma forma
de dosagem de unidade injetavel. De modo preferencial, os
excipientes farmaceuticamente aceitaveis usados nesta invengdo sao
adequados para alta concentragcdo de farmacos, sdo capazes de
manter adequada fluidez, e, caso necessario, sdo capazes de retardar
a absorgao de farmaco.

[038] Varios fatores influenciam as escolhas da melhor via de
administracdo, incluindo as propriedades fisicas e quimicas dos
ingredientes ativos da combinacdo de composi¢des farmacologicas, a
gravidade e a urgéncia dos sintomas, e as relagcbes entre a
concentracdo sanguinea dos ingredientes ativos e os efeitos
esperados do farmaco. Por exemplo, pode ser adicionado adjuvante
durante a preparacdo do anticorpo monoclonal neutralizante desta
invencgao, o qual pode proteger o anticorpo contra rapida liberacao (tal
como adjuvante de controle de liberacdo), o adjuvante referido pode
incluir implantes, emplastros, ou microcapsulas. Podem ser usados

nesta invencao polimeros que sejam biodegradaveis e biocompativeis,
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tais como acetato de vinil etileno, polianidrido, acido poliglicdlico,
colageno, poliéster ou polilactida. Além disso, o anticorpo monoclonal
neutralizante pode misturar com compostos ou materiais que possam
proteger o anticorpo contra perda de bioatividade, ou administrados
juntos com os referidos compostos ou materiais. Por exemplo, o
anticorpo monoclonal neutralizante pode ser administrado junto com
adjuvante apropriado tal como lipossomas ou diluentes.

[039] A via de administracdo da combinacdo de composi¢des
farmacolégicas desta invencdo pode ser administracdo oral ou
parenteral. A via preferencial € injec&o intravenosa, mas nao é limitada
a esta.

[040] A forma de dosagem oral pode ser comprimido, pastilha,
pastilha de acgucar, suspenséo a base de agua ou a base de dleo, pé,
granulo, emulsdo, capsula dura, capsula mole, xarope, pilula, pilula
revestida com acucar, liquido, gel, ou pomada. Estes também podem
conter alguns excipientes, incluindo, mas n&o limitados a, agente de
granulagao, substancia quimica desintegrante, adesivo, lubrificante,
preservante, colorante, agentes de mistura ou adogante, 6leo vegetal
ou Oleo mineral, umectante, e agente espessante.

[041] A forma de dosagem parenteral pode ser solugdo isotonica
estéril a base de agua ou ndo a base de agua para injecido ou
perfusdo, ou suspensado. A referida solugdo ou suspensido pode ser
agentes que ndo sao toxicos para sujeitos em uma dosagem e
concentragdo administrativas, tais como 1, 3-butanodiol, solugédo de
Ringer, solugdo de Hank, solugdo isotdonica de cloreto de sddio, 6leo,
acido graxo, anestésico localizado, preservante, solugdo tampéo,
agente para aumentar a viscosidade ou a solubilidade, antioxidante
soluvel em agua, antioxidante soluvel em o6leo e agente quelante de
metal.

[042] As composicdes de combinagdes de farmacos referidas
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também podem incluir um ou mais agentes terapéuticos diversos, tais
como anticorpo, compostos de pequeno peso molecular, compostos
organicos, compostos inorganicos, enzimas, ou polinucleotideos.

[043] Em outro aspecto, esta invengdo proporciona um produto
de teste, compreendendo o anticorpo monoclonal neutralizante acima
descrito ou seu fragmento de ligagdo ao antigeno, e/ou o conjugado,
e/ou a composicdo, e/ou o conjugado, e/ou a combinacdo de
composigdes.

[044] O produto de teste desta invencdo pode ser usado para
detectar toxina tetadnica ou infecgdo por Clostridium tetani.
Especificamente, o produto de teste desta invengdo mede o nivel de
toxina tetdnica na amostra de fluido, células ou tecido através do
anticorpo. Ao mesmo tempo, o produto de teste proporcionado nos
exemplos desta invencdo tem capacidade de comparar o nivel de
toxina tetdnica medido com o nivel de controle. Um nivel de toxina
tetdnica medido maior do que o nivel de controle indica infeccdo por
toxina tetanica. De modo preferencial, as amostras de células ou
tecidos sdo de sujeito humano, e as amostras podem incluir amostra
de sangue, urina, saliva, lavagem ou tecido linfoide.

[045] Em outro aspecto, esta invengdo proporciona uma
sequéncia de DNA codificando o anticorpo monoclonal neutralizante
acima descrito ou o fragmento de ligacao ao antigeno do mesmo.

[046] A sequéncia de referida pode ser obtida usando quaisquer
métodos conhecidos deste campo de tecnologia. Por exemplo, se a
sequéncia de nucleotideos do anticorpo for conhecida, a sequéncia de
DNA codificando anticorpo referida pode ser montada com
oligonucleotideos sintetizados quimicamente.

[047] Ou, a molécula de DNA codificando anticorpo referida pode
ser gerada a partir nucleotideos de fonte apropriada. Se nao for capaz

obter um clone das moléculas de DNA codificando anticorpo referidas,

Peticdo 870200079591, de 26/06/2020, pag. 20/81



13/30

mas a sequéncia do referido anticorpo for conhecida, entdo as
moléculas de DNA de imunoglobulina podem ser sintetizadas
quimicamente, ou podem ser amplificadas por PCR usando 3’- e 5'-
primers sintetizados capazes de hibridizar com a sequéncia referida;
ou para obter as referidas moléculas de DNA codificantes usando
clonagem com uma sonda de oligonucleotideo, a qual € especifica
para a referida sequéncia de codificacdo, por exemplo, para isolar
clone de cDNA codificante a partir de uma biblioteca de cDNA. Em
seguida as moléculas de DNA amplificadas por PCR podem ser
clonadas em um vetor de clonagem replicavel usando quaisquer
métodos conhecidos deste campo.

[048] Em outro aspecto, esta invengao proporciona um vetor de
expressao recombinante, compreendendo a molécula de DNA acima
descrita.

[049] O vetor de expressao para construcdo do referido vetor de
expressao recombinante pode incluir, mas nao esta limitado a, vetor
de expressao MarEx pela Celltrion Inc., vetor de pCDNA amplamente
dispnivel no mercado, F, R1, RP1, Col, pBR322, ToL,Ti vetor, vetor de
cosmideo, fago tal como fago |, fago M13, fago Mu, fago P1, fago P22,
fago Qm, fago T-even, fago T2, fago T4, fago T7, vetores de virus de
plantas. Pode ser usado qualquer um dos vetores de expressado de
conhecimento dos técnicos no campo, e a selecdo dos vetores de
expressdao depende das propriedades das células hospedeiras
selecionadas. O vetor de expressado pode ser introduzido dentro de
uma célula hospedeira (mas sem limitagdo) por exemplo, por
transfeccdo com fosfato de calcio, infeccdo por virus, transfecgao
induzida por DEAE-dextrano, transfeccdo por lipossoma ou
transfeccdo por eletroporacdo. Quaisquer técnicos neste campo
podem escolher ou usar um método adequado para introduzir

quaisquer vetores de expressdao dentro de quaisquer células
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hospedeiras. De modo preferencial, o referido vetor de expresséo
contém um ou mais marcadores de selecao, mas nio limitados a, um
vetor sem marcador de selegcao também pode ser usado. A escolha
para selecdo de marcadores depende da célula hospedeira
selecionada conforme é de conhecimento dos técnicos neste campo,
mas isto ndo € crucial para esta invencgao.

[050] De modo a beneficiar a purificacdo das moléculas de DNA
desta invencdo, uma sequéncia de etiqueta pode ser inserida no vetor
de expressdo. Exemplos de sequéncias de etiqueta incluem, mas nao
estdo limitadas a, marcador de seis histidinas, marcador de
hemaglutinina, marcador myc ou marcador FLAG. Qualquer marcador
que seja de conhecimento dos técnicos desta area para beneficiar a
purificacdo pode ser usado nesta invengao.

[051] Em outro aspecto, esta invencdo proporciona uma célula
recombinante, a referida célula recombinante resulta de transformacéo
ou transfeccdo de uma célula hospedeira com o vetor de expressao
acima descrito.

[052] Qualquer célula que seja de conhecimento dos técnicos
desta area pode ser usada como uma célula hospedeira. A célula
hospedeira nesta invengdo pode incluir, mas ndo esta limitada a,
microorganismo, tal como bacteriano transformado com DNA de fago
recombinante contendo sequéncia de codificacdo do anticorpo, DNA
de plasmideo ou DNA de cosmideo (isto €, E.coli, B. subtilis), levedura
transformada com uma sequéncia de codificacdo do anticorpo
contendo expressdao de levedura recombinante tal como
Saccharomyces e Pichia, sistema de células de inseto infectadas com
um vetor de expressdo de virus recombinante, tal como baculovirus,
sistema de células de planta infectadas com um vetor de expressao de
virus recombinante (tal como CaMV ou TMV) contendo sequéncia de

codificacdo do anticorpo, ou um sistema de células de mamifero (tal
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como célula COS, CHO, BHK, 293, ou 3T3) transfectadas com um
vetor de expressao recombinante com um promotor do genoma de
célula de mamifero (tal como o promotor de metalotioneina) ou de um
virus de célula de mamifero (tal como o promotor tardio adenoviral, ou
o promotor de poxvirus 7.5 K).

[053] Em outro aspecto, esta invencdo proporciona um método
para detecgcdo da existéncia ou do nivel de toxina tetdnica ou
Clostridium tetani em uma amostra, usando o anticorpo monoclonal
neutralizante ou o fragmento de ligacdo ao antigeno do mesmo. Em
um exemplo preferencial, o anticorpo monoclonal neutralizante ou o
fragmento de ligagdo ao antigeno do mesmo compreende marcador
detectavel. Em outro exemplo preferencial, o método referido usa um
marcador detectavel acoplado a um segundo anticorpo para detectar o
anticorpo monoclonal neutralizante ou o fragmento de ligacdo ao
antigeno do mesmo desta invencdo. O método referido pode ser para
fins de diagndstico ou para fins ndo de diagndstico (por exemplo, a
amostra pode ser amostra de células de amostra de um paciente).
[054] Em outro aspecto, esta invencdo proporciona um método
para diagnosticar se um sujeito esta infectado com toxina tetanica ou
Clostridium tetani, incluindo detecg¢ao da existéncia de toxina tetanica
ou Clostridium tetani em uma amostra do sujeito. Em um exemplo
preferencial, o anticorpo monoclonal neutralizante ou o fragmento de
ligacdo ao antigeno do mesmo compreende marcador detectavel. Em
outro exemplo preferncial, o método referido usa um segundo
anticorpo acoplado ao marcador detectavel para detectar o anticorpo
monoclonal neutralizante ou o fragmento de ligacdo ao antigeno do
mesmo desta invencao.

[055] Em outro aspecto, esta invencdo proporciona um método
para neutralizar a toxicidade da toxina tetdnica em uma amostra,

incluindo misturar a amostra contendo toxina tetadnica com o anticorpo
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monoclonal neutralizante ou o fragmento de ligacdo ao antigeno do
mesmo desta invencdo. O método referido pode ser para fins de
diagndstico ou para fins ndo de diagndstico (por exemplo, a amostra
pode ser amostra de células da amostra de um paciente).

[056] Em outro aspecto, esta invengdo proporciona uma
aplicagdo do anticorpo monoclonal neutralizante acima descrito ou do
seu fragmento de ligagdo ao antigeno, e/ou do conjugado, e/ou da
composicao, e/ou do conjugado, e/ou da combinacdo de composicdes
para producdo do produto de teste para deteccéo de toxina tetanica ou
infecc&o por Clostridium tetani.

[057] De modo preferencial, o referido produto de teste € um kit
de deteccdo, uma placa de ELISA, ou um chip.

[058] Em outro aspecto, esta invengdo proporciona uma
aplicagdo do anticorpo monoclonal neutralizante acima descrito ou do
seu fragmento de ligagdo ao antigeno, e/ou do conjugado, e/ou da
composigao, e/ou do conjugado, e/ou da combinagdo de composi¢oes
para producdo de farmacos ou medicagcdes, e/ou prevengdo ou
tratamento de doencas causadas por toxina tetanica ou infeccdo por
Clostridium tetani.

[059] Em outro aspecto, esta invengdo proporciona uma
aplicacao da molécula de DNA, do vetor de expressado recombinante,
da célula recombinante acima descritos para producao de farmacos ou
medicacdes para prevencdo ou tratamento de doencas causadas por
toxina tetanica ou infecgao por Clostridium tetani.

[060] Conforme usado nesta Descricdo, o termo “anticorpo” é
definido como uma molécula de proteina agindo como um receptor
reconhecendo especificamente um antigeno, incluindo imunoglobulina
reagindo com antigeno especifico, incluindo o anticorpo inteiro,
dimero, trimero do polimero de anticorpo, anticorpo bi-especifico,

anticorpo quimérico, anticorpo recombinante ou manipulado, e um
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fragmento do mesmo, contanto que o fragmento contenha a regiao de
ligagédo ao antigeno.

[061] Um anticorpo inteiro pode pertencer a um tipo de IgA, IgD,
IgE, IgM e IgG, e IgG pode incluir os subtipos 1gG1, 1gG2, 1gG3 e
IgG4. Fragmento de anticorpo é a regido com funcédo de ligagado ao
antigeno, incluindo Fab, Fab’, F(ab’) 2 e Fv. Um fragmento Fab contém
uma regido variavel de cadeia leve e uma regido variavel de cadeia
pesada, regido constante de cadeia leve e primeira regido constante
de cadeia pesada (dominio CH1), além disso um sitio de ligagdo ao
antigeno. Fab’ difere de Fab por sua regiao de articulagdo. O c-término
do dominio CH1 de cadeia pesada contém no minimo um residuo de
cisteina. F(ab’) 2 anticorpo é resultado da formacédo de ligacdo de
dissulfeto entre os residuos de cisteina localizados na regido de
articulagado do fragmento Fab’. Fv (fragmento variavel) é o fragmento
minimo de anticorpo contendo somente uma regido variavel de cadeia
pesada e uma regido variavel de cadeia leve. Fv de cadeia dupla
(dsFv) contém uma regido variavel de cadeia pesada acoplada a uma
regido variavel de cadeia leve através de ligacado de dissulfeto. Fv de
cadeia unica (scFv) geralmente contém uma regido variavel de cadeia
pesada acoplada a uma regido variavel de cadeia leve através de um
adaptador peptidico. O fragmento de anticorpo referido pode resultar
de lise por proteases (tal como usando papaina para zimolisar um
anticorpo inteiro de modo a obter o fragmento F(ab’) 2). De modo
preferencial, um fragmento de anticorpo pode ser construido usando
tecnologia de engenharia genética recombinante.

[062] O termo “anticorpo monoclonal neutralizante” é definido
como um anticorpo monoclonal com atividade neutralizante.
Anticorpos monoclonais sao anticorpos com uma composi¢cao
molecular unica com especificidade de ligagdo unica e afinidade para

um epitopo especifico. Tipicamente, imunoglobulina contém uma
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cadeia pesada e uma cadeia leve. Tanto a cadeia pesada quanto a
cadeia leve contém uma regido constante e uma regido variavel (uma
regido também é denominada um dominio). Cada cadeia leve ou cada
cadeia pesada contém quatro regides de estrutura principal, separadas
por trés regides variaveis, também denominadas regides
determinantes de complementaridade (nas partes que se seguem,
“‘CDR”). CDR é essencialmente responsavel por ligagado ao epitopo do
antigeno. As CDRs em cada cadeia sdo geralmente CDR1, CDR2 e
CDR3, conforme numeradas sucessivamente a partir do N-término.
[063] O anticorpo monoclonal neutralizante desta invencéo
também inclui suas variantes funcionais, suas variantes funcionais s&o
capazes de se ligarem a toxina tetanica ou a seu fragmento, e tém a
atividade neutralizante contra o rererido subtipo ou fragmento de
toxina tetanica.

[064] Mais especificamente, as referidas variantes funcionais
podem incluir derivados tendo basicamente a sequéncia primaria
similar com o anticorpo monoclonal neutralizante desta inveng&o, mas
com modificagdes quimicas ou bioquimicas que ndo sado encontradas
no anticorpo monoclonal neutralizante desta invengdo. As
modificagdes referidas podem incluir acetilagdo, acilacdo, ligagcao de
maneira covalente com nucleotideo ou derivado nucleotidico, ligacéo
de maneira covalente com lipideo ou derivado lipidico, reticulagao,
formacdo de ligacdo de dissulfeto, glicosilacdo, hidroxilacao,
metilagdo, oxidacgédo, glicosilagdo de polietileno, hidrélise de proteina e
fosforilacao.

[065] Opcionalmente, as variantes funcionais podem incluir os
seguintes anticorpos monoclonais neutralizantes: uma sequéncia de
aminoacidos com uma ou mais substituicdo, insercao, ou delegao, ou
a combinagcdo das mesmas, de aminoacidos em comparagdo com a

sequéncia de aminoacidos do anticorpo monoclonal neutralizante de
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origem. Além disso, as variantes funcionais podem ter sequéncia de
aminoacidos truncadas em sua extremidade N-terminal ou em sua
extremidade C-terminal ou em ambas as extremidades. As variantes
funcionais podem ter a mesma afinidade ou afinidade diferente, maior
Ou menor em comparagao com o anticorpo monoclonal neutralizante
de origem, mas ainda se ligarem a toxina teténica ou a seu fragmento.
Por exemplo, uma variante funcional desta invengao pode ter afinidade
de ligacdo aumentada ou reduzida com toxina tetédnica ou seu
fragmento.

[066] De modo preferencial, a sequéncia de aminoacidos que
pode ser modificada inclui, mas ndo esta limitada a, regido de
estrutura principal, regido altamente variavel, regido especialmente
variavel de CDR3. Em geral, uma cadeia leve e uma cadeia pesada
contém trés regides altamente variaveis (incluindo trés CDRs) e
regides mais conservadas (a chamada regido de estrutura principal,
FR). Uma regido altamete variavel contém residuos de aminoacidos
de CDR e loop altamente variavel. Os técnicos desta area usam
algoritmos de computacdo de conhecimento geral, tais como Gap ou
Bestfit para comparar sequéncias de aminoacidos, de modo a definir
0s mesmos residuos ou residuos similares. Alguns métodos usados
geralmente em biologia molecular (tais como PCR, mutagénese
direcionada por oligonucleotideo, mutagénese direcionada ao sitio)
podem ser empregados para modificar anticorpo monoclonal
neutralizante de origem ou seu fragmento, ou outra opcédo é gerar
variantes funcionais por sintese organica.

[067] Os técnicos desta area também vao entender que as
modificagcdes de sequéncia de aminoacidos de anticorpos antitoxina
tetdnica cobertas nesta invencdo, e como um exemplo, afinidade de
ligacdo modificada ou outras propriedades bioldgicas dos anticorpos.

As variantes de aminoacidos de anticorpo antitoxina tetanica podem

Peticdo 870200079591, de 26/06/2020, pag. 27/81



20/30

ser produzidas com a introducdo de modificagdes de nucleotideos
apropriadas para a sequéncia de codificagdo do anticorpo anti-toxina
tetanica, ou por sintese de peptideo. As modificacdes referidas podem
incluir (por exemplo) substituicdo, delegdo ou insergédo de residuos. A
delecdo, insercdo, substituicdo de residuos, ou combinacdo das
mesmas, completa a construcédo final de variantes funcionais, cujas
restricoes dependen dos caracteres funcionais requeridos das
construcdes finais. As modificagdes de aminoacido também podem

alterar o processo pos-translagdo, tal como os numeros ou sitios de

glicosilagao.

[068] As vantagens e os efeitos benéficos desta invencao séo os
seguintes:

[069] Esta invencdo desenvolve anticorpos monoclonais

neutralizantes totalmente humanos nativos contra toxina tetanica
através de uma plataforma de desenvolvimento sistematico de
anticorpos monoclonais totalmente humanos nativos de alta
produtividade.

[070] Os anticorpos monoclonais neutralizantes totalmente
humanos nativos contra toxina tetanica desenvolvidos nesta invencéo
sdo aplicaveis para a prevencdo e o tratamento de infeccdo por
Clostridium tetani.

[071] Os anticorpos monoclonais neutralizantes totalmente
humanos nativos contra toxina tetanica desenvolvidos nesta invencéo
sao aplicaveis para a deteccao de infeccao por Clostridium tetani.

[072] Os anticorpos monoclonais neutralizantes totalmente
humanos nativos desenvolvidos na invencdo tém uma alta afinidade
com toxina tetanica, e altas atividades neutralizantes, sdo seguros com
alta eficacia, livres de contaminacao por virus exdégeno, € podem ser
amplamente usados em todos os tipos de grupos humanos com altas

utilidades industriais.
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Descrigao das Figuras

[073] A Figura 1 mostra a detecgdo da expressédo e da
purificacdo do anticorpo TRNO0O10 usando SDS-PAGE e Western Blot,
e A para SDS-PAGE, B para Western Blot.

[074] A Figura 2 mostra a deteccdo da expressdo e da
purificacdo do anticorpo TRN0012 usando SDS-PAGE e Western Blot,
e A para SDS-PAGE, B para Western Blot.

[075] A Figura 3 mostra a detecgdo da expressédo e da
purificacdo do anticorpo TRN0OO11 usando SDS-PAGE e Western Blot,
e A para SDS-PAGE, B para Western Blot.

[076] A Figura 4 mostra a deteccdo da expressdo e da
purificacdo do anticorpo TRN1015 usando SDS-PAGE e Western Blot,
e A para SDS-PAGE, B para Western Blot.

[077] A Figura 5 mostra os resultados para a determinagao da
atividade neutralizante do anticorpo TRNOO10 usando ELISA.

[078] A Figura 6 mostra os resultados para a determinagao da
atividade neutralizante do anticorpo TRN0012 usando ELISA.

[079] A Figura 7 mostra os resultados para a determinagao da
atividade neutralizante do anticorpo TRNOO11 usando ELISA.

[080] A Figura 8 mostra os resultados para a determinacdo da

atividade neutralizante do anticorpo TRN1015 usando ELISA.

[081] A Figura 9 mostra os resultados para a medicdo da
afinidade do anticorpo TRN0O010.
[082] A Figura 10 mostra os resultados para a medicdo da
afinidade do anticorpo TRNOOZ2.
[083] A Figura 11 mostra os resultados para a medicdo da
afinidade do anticorpo TRNOO11.
[084] A Figura 12 mostra os resultados para a medicdo da
afinidade do anticorpo TRN1015.
[085] A Figura 13 mostra os resultados para os efeitos de
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protecao sobre animais com o anticorpo TRN0OO10.

[086] A Figura 14 mostra os resultados para os efeitos de
protecao sobre animais com o anticorpo TRN0O12.

[087] A Figura 15 mostra os resultados para os efeitos de
protecao sobre animais com o anticorpo TRN0OO11.

[088] A Figura 16 mostra os resultados para os efeitos de
protecdo do anticorpo TRN1015 contra 20 vezes a dose de toxina
tetanica LDS50.

[089] A Figura 17 mostra os resultados para os efeitos de
protecdo do anticorpo TRN1015 contra 60 vezes a dose de toxina
tetanica LD50.

Método de Uso Especifico

[090] A seguir esta invengcdo € descrita adicionalmente em
detalhes com figuras e exemplos. Os exemplos que se seguem sio
somente para descricdo adicional sobre esta invencdo, e de modo
algum limitam o ambito desta invengcao. Algumas das condi¢cdes e dos
métodos podem nao ser revelados em detalhes, essas condigdes e
métodos s&o descritos de modo geral em Molecular Cloning, a Lab
Manual by Sambrook et al. of New York Cold Spring Harbor Laboratory
Press, 1989, ou nos recomendados pelos fabricantes.

[091] Exemplo 1. Preparagdo de anticorpo monoclonal
neutralizante contra toxina tetanica totalmente humano.

[092] Isolamento de Células.

[093] Amostras de sangue foram coletadas de voluntarios
saudaveis injetados com 1500 Ul de toxina tetanica, em seguida
células mononucleares (PBMC) foram isoladas usando Ficoll. Depois
das contagens celulares obtidas, as células do plasma foram isoladas
por FACS usando BD FACSria. Células unicas intactas foram
colocadas dentro de placas de PCR de 96 cavidades, com uma unica

célula B de memoria por cavidade e em seguida mantidas em freezer
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a -80°C para uso futuro.

[094] 2. Isolamento de genes para regides variaveis de anticorpo
[095] 0,5 mM de primers para cada subtipo de regido constante
de cadeia pesada e cadeia leve e transcriptase reversa Superscript Il|
foram adicionados dentro da placa de 96 cavidades com célula B
unica, incubada a 37°C por uma hora. Foi realizada PCR sob os
seguintes parametros: 93°C 15 min; 95°C 1 min, 55°C 1 min, 72°C 1
min, 30 ciclos; 72°C 10 min; 4°C 5 min. Produtos de cDNA mantidos a
-20°C.

[096] Usar o cDNA acima como modelo para amplificar o gene de
anticorpo totalmente humano nativo anti-toxina tetanica. Mistura de 5
ml do produto da reagao RT, HotStar Taq Plus polimerase (Invitrogen,
Carlsbad, CA), dNTPs, e 0,5 mm de primers especificos para cada
subtipo de cadeia pesada e cadeia leve. Condi¢cdes de reacdo: pré-
desnaturacdo a 94°C 5 min, seguida por 35 ciclos de PCR com as
condicbes como 94°C x 30s, 55°C x 30s, 72°C x 50s, e como ultima
extensdo a 72°C por 7 min. Os produtos de PCR foram identificados
com eletroforese por gel agarose a 1%.

[097] 3. Construgcdo de vetor de expressdo eucaridtica para
anticorpo monoclonal totalmente humano nativo contra toxina tetanica.
[098] tomar 2 ml do produto de PCR em eletroforese por gel
agarose a 1% para deteccao dos resultados da reacdo de PCR. O
produto de PCR positivo com pareamento complementar entre genes
para regides variaveis de cadeia pesada e cadeia leve foram inseridos
dentro do vetor de expressao pcDNA3.3(+/-) (da Invitrogen) usando o
método de clonagem TA para construir vetor de expressdo de
anticorpo monoclonal antitoxina tetanica totalmente humano nativo
[099] transformar células DH5a competentes com o vetor de
expressdo acima, cultivar as células transformadas sobre placa

contendo ampicilina a 37°C de um dia para o outro.
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[0100] selecionar 10 col6nias unicas para confirmagao por PCR
usando primers especiiicos, condicdes de reacao: pré-desnaturacéo a
94°C por 5 min, desnaturacédo a 94°C por 30s, recozimento a 55°C por
30s, extensao a 72°C por 1min 40s, 28 ciclos, e por fim extensdo a
72°C por 5 min.

[0101] tomar 5 ml de produto de PCR para confirmacéo por
eletroforese por gel agarose a 1%, e foram identificados
transformantes positivos.

[0102] Os resultados mostraram que a sequéncia do vetor de
expressao recombinante de cadeia pesada / leve do anticorpo
monoclonal antitoxina teténica construido estava correta.

[0103] 4. Expressdo e identificacdo de anticorpo monoclonal
neutralizante totalmente humano nativo antitoxina tetanica

[0104] Amplificar os plasmideos expressando genes de anticorpo
positivo de cadeias pesada e leve em E coli DH5a, e isolar
rapidamente os plasmideos recombinantes. Células 293 foram
transfectadas com vetor de expressdao de anticorpo monoclonal
neutralizante totalmente humano nativo antitoxina tetanica por kit de
transfeccdo de DNA PolyFect de acordo com as instrugcdes do
fabricante. Células 293 ndo transfectadas serviram como controles.
Depois de cultura por 96 horas, usando ELISA com IgG de carneiro
anti humana marcada com HPR para detectar a expressao do
anticorpo  monoclonal neutralizante totalmente humano nativo
antitoxina tetanica e seu reconhecimento especifico da vacina do
tétano (antigeno).

[0105] Usar vacina do tétano como antigeno e revestir uma placa
de ELISA de 96 cavidades com antigeno diluido 10 vezes, 100 ml por
cavidade a 4°C de um dia para o outro. Bloquear com solucdes de
bloqueio em temperatura ambiente por 2 horas, em seguida incubar

com 100 ml de sobrenadante de expressao transitéria como anticorpo
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primario a 37°C por 2 horas, incubar com 1:2000 de diluicdo de
HRP/anti-His-tag como anticorpo secundario a 37°C por 1 hora,
adicionar substancia cor liquido 100 ml por cavidade, colocar longe de
luz em temperatura ambiente por 5 min, em seguida terminar a reacéo
com acido sulfurico a 2M, e detectar em comprimento de onda de
450 nm.

[0106] Os resultados mostraram que células 293 transfectadas
com plasmideos de vetor de expressao expressaram cOm SUCESSO
anticorpo totalmente humano nativo, e o anticorpo foi capaz de
reconhecer especificamente a vacina do tétano (antigeno), ao passo
que o sobrenadante da cultura de células 293 ndo transfectadas nao
foi capaz de reconhecer a vacina do tétano (antigeno), portanto |
células 293 transfectadas transitoriamente expressaram com sucesso
anticorpo totalmente humano nativo antitoxina tetanica, o qual
reconheceu especificamente a vacina do tétano (antigeno).

[0107] 5. Producdo e purificacdo de anticorpo monoclonal
neutralizante anti-toxina tetanica totalmente humano nativo.

[0108] Cotransfectar células 293 com vetor de expressdo de
cadeia pesada e cadeia leve do anticorpo numerado TRNOO10 e
identificado positivamente com atividade neutralizante (a sequéncia de
aminoacidos de regiao variavel de cadeia pesada ¢é estipulada na SEQ
ID NO: 7 e a sequéncia de aminoacidos de regido variavel de cadeia
leve é estipulada na SEQ ID NO: 8).

[0109] Cotransfectar células 293 com vetor de expressdo de
cadeia pesada e cadeia leve do anticorpo numerado TRNO0O012 e
identificado positivamente com atividade neutralizante (a sequéncia de
aminoacidos de regiao variavel de cadeia pesada ¢é estipulada na SEQ
ID NO: 17 e a sequéncia de aminoacidos de regido variavel de cadeia
leve é estipulada na SEQ ID NO: 18).

[0110] Co-transfectar células 293 com vetor de expressao de

Peticdo 870200079591, de 26/06/2020, pag. 33/81



26/30

cadeia pesada e cadeia leve do anticorpo numerado TRNOO11 e
identificado positivamente com atividade neutralizante (a sequéncia de
aminoacidos de regiao variavel de cadeia pesada ¢é estipulada na SEQ
ID NO: 22 e a sequéncia de aminoacidos de regido variavel de cadeia
leve é estipulada na SEQ ID NO: 26).

[0111] Co-transfectar células 293 com vetor de expressao de
cadeia pesada e cadeia leve do anticorpo numerado TRN1015 e
identificado positivamente com atividade neutralizante (a sequéncia de
aminoacidos de regiao variavel de cadeia pesada ¢é estipulada na SEQ
ID NO: 33 e a sequéncia de aminoacidos de regido variavel de cadeia
leve é estipulada na SEQ ID NO: 34).

[0112] Substituir com meio de cultura fresco 6 a 8 horas depois da
transfecgao, e incubar continuamente a 37°C em uma incubadora a
8% de CO2 por 96 horas. Coletar o sobrenadante da transfeccéo e
centrifugar a 4000 rpm por 1 hora, em seguida purificar com
cromatografia por afinidade por Proteina A. Identificar a expresséo e a
pureza do anticorpo usando SDS-PAGE e Western Blot. Conforme
mostrado nas Figuras 1 a 4, foi obtida proteina relativamente pura, e a
cadeia pesada e a cadeia leve do anticorpo foram claramente
identificaveis depois de fusdo. Nota: Alameda 1 das Figuras 1 a 4A e
das Figuras 1 a 4B representando ndo de fusdo, Alameda 2 das
Figuras 1 a 4A e das Figuras 1 a 4B representando marcadores de
proteina e Alameda 3 1 das Figuras 1 a 4A e das Figuras 1 a 4B
representando proteina de fusao.

Exemplo 2. Deteccdo de atividades neutralizantes de anticorpo
monoclonal neutralizante

[0113] Usar vacina do tétano como antigeno e revestir uma placa
de ELISA de 96 cavidades com antigeno diluido 10 vezes, 100 ml por
cavidade a 4°C de um dia para o outro. Bloquear com solucdes de

bloqueio em temperatura ambiente por 2 horas, em seguida incubar
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com diluicdo serial de anticorpo purificado como anticorpo primario a
37°C por 2 horas, incubar com 1:2000 de diluicdo de HRP/anti-His-tag
como anticorpo secundario a 37°C por 1 hora, adicionar substancia cor
liquido 100 ml por cavidade, colocado longe de luz em temperatura
ambiente por 5 min, em seguida terminar a reacdo com acido sulfurico
a 2M, e detectar em comprimento de onda de 450 nm.

[0114] Os resultados sdo mostrados nas Figuras 5 a 8. Depois de
diluicdo do anticorpo purificado até nao inferior a 10.000 vezes, a
concentragdo do anticorpo foi tdo baixa quanto 0,0002 mg/ml. O
anticorpo diluido ainda foi capaz de se ligar ao antigeno, mostrando
suas fortes atividades de ligacao e atividades neutralizantes.

Exemplo 3. Medicdo da afinidade do anticorpo monoclonal
neutralizante

[0115] Acoplar moléculas de captura ao chip CM5 e em seguida
ativar a superficie de Dextrano do chip. A quantidade de acoplamento
foi controlada pelo tempo de amostragem, e por ultimo capturar
ligantes com as moléculas capturadas. O anticorpo monoclonal
neutralizante totalmente humano nativo antitoxina tetanica preparado
foi usado como ligante, e toxina tetanica diluida com tamp&o HS-EB foi
usada como analito. Analito com concentracdo aumentada passou
através do chip ordenadamente, e os sinais foram registrados
respectivamente. Cada concentragdo de analito reagiu com o chip por
um ciclo e depois de cada ciclo, o chip foi regenerado com 10 mmol/L
de solugao de glicina-HCI para retornar para seu estado original sem
ligagdo de antigeno. Analise cinética da afinidade de ligagédo de
anticorpo monoclonal a toxina tetanica foi realizada usando o software
BiaCore X-100 system.

[0116] Os resultados sdo mostrados nas Figuras 9 a 12 e na
Tabela 1, a constante de dissociacdo de equilibrio do anticorpo

monoclonal neutralizante desta invencao para toxina tetanica € inferior
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a 10 mol, indicando que tem atividades de muito alta afinidade.
[0117] Tabela 1 Resultados da detecgéo da afinidade do anticorpo

monoclonal neutralizante antitoxina tetanica totalmente humano nativo

Anticorpo Ka (I/Ms) Kd(l/s) KD(M)

TRNO0010 4 15E+04 1.53E-04 3.68E-09
TRNO0012 8.06E+04 3.28E-04 4.07E-09
TRNOO11 4.27E+04 3.87E-05 9.05E-09
TRN1015 3.88E+04 9.40E-05 2.43E-09

[0118] Exemplo 4. Experimentos de protegdo animal de anticorpo
monoclonal neutralizante antitoxina tetanica

[0119] Diluigdo de anticorpo monoclonal antitoxina tetanica para
experimentacao

[0120] O anticorpo monoclonal foi diluido at¢é 100 mg/ml, em
seqguida foi realizada uma diluicdo serial de 3 vezes, reservada para
experimentacgao.

(2) Diluicdo de antitoxina padrao

[0121] Misturar solugcdo salina antitoxina de rotina com igual
volume de glicerina neutra (esterilizada a 116°C por 10 min) em
seguida diluir em 0,5 Ul/ml da solugcdo, que proporcionou UI/10 de
cada injecdo de 0,4 ml depois de misturar com igual volume da
solucdo de toxina. Cada captacido da solucédo antitoxina de rotina ndo
deve ser inferior a 0,5 ml.

(3) Diluicao da toxina

[0122] Dissolver toxina em poé liofilizada do Chinese National
Biotesting Lab em salina e mistura com igual volume de glicerina
neutra (esterilizada a 116°C por 10 min), em seguida diluir a solugéo
de toxina com diluente para concentracédo de elaboracao.

(4) Determinacgao da dose letal mediana (LD50)

[0123] Diluir a solugdo de toxina preparada até 102, 103, 104, 109,
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108, e 107, para no minimo 2 ml para cada nivel de diluicdo. Tomar 0,2
ml e injetar em camundongos, 4 para cada grupo, e observar por 5
dias. Calcular de modo a obter a LD50 usando dados experimentais. O
grupo experimental vai usar uma quantidade de toxina igual a 20
vezes ou mesmo 60 vezes da LD50.

(5) Determinagao do titulo de anticorpos

[0124] Tomar igual volume de antitoxina diluida e anticorpo diluido
serialmente dentro de pequenos tubos de teste, misturar com igual
volume de toxina diluida (20 vezes ou 60 vezes de LD50). Depois de
misturar homogeneamente, vedar com rolhas dos tubos de teste,
reagir por 1 hora a 37°C e em seguida injetar imediatamente nos
camundongos. 140 camundongos saudaveis foram tomados e
agrupados em 4 camundongos por grupo para o referido experimento.
Injetar por via subcutédnea 0,4 ml as misturas acima no abdémen de
camundongos de 18 a 22 g (para grupos de controle negativo, injetar
0,2 ml de toxina + 0,2 ml de salina tamponada com borato; para
grupos de controle positivo, injetar 0,2 ml de toxina + 0,2 ml de
antitoxina; e para grupos experimentais, injetar 0,2 ml de toxina + 0,2
ml de anticorpo monoclonal). Observar o estado dos camundongos
duas vezes a cada dia, uma de manha e uma de tarde, registrando a
doenga e a morte dos camundongos.

[0125] Os resultados s&o mostrados nas Figuras 13 a 16. Quando
atacados com 20 vezes toxina tetanica LD50, todos os camundongos
nos grupos de controle negativo foram mortos, exceto pelos
camundongos nos grupos experimentais com 1,85 mg/ml de anticorpo
TRNOO10 que morreram depois de 7 dias, todos os camundongos em
todos os outros grupos experimentais (0,62 mg/ml, 5,56 mg/ml, 16,67
mg/ml, 50 mg/ml) e todos os camundongos nos grupos de controle
positivo sobreviveram. Isto indica que baixa dose de anticorpo

monoclonal, tdo baixa quanto 0,62 mg/ml, foi equivalente a 10 Ul/ml de
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antitoxina de rotina. O anticorpo monoclonal é capaz de proteger os
animais contra o ataque da dose letal da toxina tetanica, e tem cerca
da mesma atividade protetora que a antitoxina de rotina. A dose
pratica de anticorpo monoclonal desta invencao foi bem menor do que
a da antitoxina de rotina, indicando que seus efeitos foram superiores
aos da antitoxina. Os resultados indicam que o anticorpo monoclonal
desta invengao tem capacidade de neutralizar a toxina dentro do corpo
dos camundongos, para proteger os camundongos e tem atividades in
Vivo.

[0126] Conforme mostrado na Figura 17, quando sob um ataque
de maior dose de toxina tetanica (60 vezes LD50), os camundongos
nos grupos de controle negativo morreram dentro de 24 horas, o0s
camundongos nos grupos experimentais de baixa dose (0,62 mg/ml,
1,85 mg/ml) morreram dentro de 7 dias, os camundongos nos grupos
experimentais de dose média e alta (5,56 mg/ml, 16,67mg/ml e 50
mg/ml) todos sobreviveram dentro de 7 dias, indicando que o anticorpo
monoclonal desta invencdo foi capaz de defender contra ataque de
alta dose de toxina, também indicando que o anticorpo monoclonal
possui atividades neutralizantes in vivo extremamente fortes.

[0127] Embora somente varios exemplos de métodos especificos
de uso sejam discutidos acima aqui, neste requerimento de patente, os
técnicos desta area vao entender que aqueles sdao somente alguns
exemplos. O ambito de protecdo desta invencdo € definido nas
reivindicagdes. Os técnicos desta area podem modificar ou alterar
alguns dos métodos especificos de uso sem se desviar do principio e
da esséncia desta invencdo, todas as referidas modificacbes ou

alteracdes estdo dentro do ambito de protecéo desta invencao.

Peticdo 870200079591, de 26/06/2020, pag. 38/81



1/6

REIVINDICAGOES

1. Anticorpo monoclonal neutralizante totalmente humano
nativo contra toxina tetédnica ou um fragmento de ligagdo ao antigeno
do mesmo, caracterizado pelo fato de que o anticorpo monoclonal
neutralizante compreende no minimo um dominio variavel de cadeia
pesada (VH) tendo trés CDRs e no minimo um dominio variavel de
cadeia leve (VL) tendo trés CDRs:

em que uma sequéncia de aminoacidos das CDR1, CDR2,
CDR3 do VH é estipulada na SEQ ID NO: 1, 2, 3, 9, 10, 11, 19, 20, 21,
27, 28, 29, ou € uma sequéncia conforme mostrado na SEQ ID NO: 1,
2,3,9, 10, 11, 19, 20, 21, 27, 28, 29 e tendo substituicdo, delecédo ou
insercdo de um ou mais aminoacidos da mesma, ou € uma sequéncia
a qual no minimo 80% de identidade com a SEQ ID NO: 1, 2, 3, 9, 10,
11, 19, 20, 21, 27, 28, 29 e tem as mesmas funcdes ou funcdes
similares; e uma sequéncia de aminoacidos das CDR1, CDR2, CDR3
do VL é estipulada na SEQ ID NO: 4, 5, 6, 13, 14, 15, 23, 24, 25, 30,
31, 32, ou é uma sequéncia conforme mostrado na SEQ ID NO: 4, 5,
6, 13, 14, 15, 23, 24, 25, 30, 31, 32 e tendo substituicdo, delecdo ou
insercdo de um ou mais aminoacidos da mesma, ou € uma sequéncia
a qual no minimo 80% de identidade com a SEQ ID NO: 4, 5, 6, 13,
14, 15, 23, 24, 25, 30, 31, 32 e tem as mesmas fungdes ou funcdes
similares;

de modo preferencial,

em que as sequéncias de aminoacidos das CDR1, CDR2 e
CDR3 de VH do anticorpo monoclonal neutralizante correspondem a
SEQ ID NO: 1, a SEQ ID NO: 2, e a SEQ ID NO: 3, respectivamente;
em que as sequéncias de aminoacidos das CDR1, CDR2 e CDR3 de
VL correspondem a SEQ ID NO: 4, a SEQ ID NO: 5, e a SEQ ID NO:
6, respectivamente;

em que as sequéncias de aminoacidos das CDR1, CDR2 e
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CDR3 de VH do anticorpo monoclonal neutralizante correspondem a
SEQ ID NO: 9, a SEQ ID NO: 10, e a SEQ ID NO: 11,
respectivamente; em que as sequéncias de aminoacidos das CDR1,
CDR2 e CDR3 de VL correspondem a SEQ ID NO: 13, a SEQ ID NO:
14, e a SEQ ID NO: 15, respectivamente;

em que as sequéncias de aminoacidos das CDR1, CDR2 e
CDR3 de VH do anticorpo monoclonal neutralizante correspondem a
SEQ ID NO: 19, a SEQ ID NO: 20, e a SEQ ID NO: 21,
respectivamente; em que a sequéncia de aminoacidos das CDR1,
CDR2 e CDR3 de VL correspondem a SEQ ID NO: 23, a SEQ ID NO:
24, e a SEQ ID NO: 25, respectivamente;

em que a sequéncia de aminoacidos das CDR1, CDR2 e
CDR3 de VH do anticorpo monoclonal neutralizante correspondem a
SEQ ID NO: 27, a SEQ ID NO: 28, e a SEQ ID NO: 29,
respectivamente; em que a sequéncia de aminoacidos das CDR1,
CDR2 e CDR3 de VL correspondem a SEQ ID NO: 30, a SEQ ID NO:
31, e a SEQ ID NO: 32, respectivamente.

2. Anticorpo monoclonal neutralizante ou o fragmento de
ligacdo ao antigeno do mesmo da reivindicagcdo 1, caracterizado pelo
fato de que, uma sequéncia de aminoacidos do VH é estipulada na
SEQ ID NO: 7, na SEQ ID NO: 17, na SEQ ID NO: 22, na SEQ ID NO:
33, ou € uma sequéncia conforme mostrado na SEQ ID NO: 7, na SEQ
ID NO: 17, na SEQ ID NO: 22, na SEQ ID NO: 33 e tendo substituicao,
delec¢ao ou inser¢do de um ou mais aminoacidos da mesma, ou € uma
sequéncia a qual no minimo 80% de identidade com a SEQ ID NO: 7,
com a SEQ ID NO: 17, com a SEQ ID NO: 22, com a SEQ ID NO: 33 e
tem as mesmas fungdes ou funcdes similares; e uma sequéncia de
aminoacidos do VL é estipulada na SEQ ID NO: 8, na SEQ ID NO: 18,
na SEQ ID NO: 26, na SEQ ID NO: 34, ou € uma sequéncia conforme
mostrado na SEQ ID NO: 8, na SEQ ID NO: 18, na SEQ ID NO: 26, na
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SEQ ID NO: 34 e tendo substituicdo, delecdo ou insercdo de um ou
mais aminoacidos da mesma, ou € uma sequéncia a qual no minimo
80% de identidade com a SEQ ID NO: 8, com a SEQ ID NO: 18, com a
SEQ ID NO: 26, com a SEQ ID NO: 34 e tem as mesmas func¢des ou
funcdes similares;

de modo preferencial,

em que a sequéncia de aminoacidos do VH do anticorpo
monoclonal neutralizante € estipulada na SEQ ID NO: 7, e a sequéncia
de aminoacidos do VL ¢é estipulada na SEQ ID NO: 8;

em que a sequéncia de aminoacidos do VH do anticorpo
monoclonal neutralizante € estipulada na SEQ ID NO: 17, e a
sequéncia de aminoacidos do VL é estipulada na SEQ ID NO: 18;

em que a sequéncia de aminoacidos do VH do anticorpo
monoclonal neutralizante é estipulada na SEQ ID NO: 22, e a
sequéncia de aminoacidos do VL é estipulada na SEQ ID NO: 26;

em que a sequéncia de aminoacidos do VH do anticorpo
monoclonal neutralizante € estipulada na SEQ ID NO: 33, e a
sequéncia de aminoacidos do VL é estipulada na SEQ ID NO: 34.

3. Anticorpo monoclonal neutralizante ou o fragmento de
ligagdo ao antigeno do mesmo da reivindicagéo 1 ou 2, caracterizado
pelo fato de que, o anticorpo monoclonal neutralizante ou o fragmento
de ligacdo ao antigeno do mesmo se ligando imuno especificamente
com toxina tetdnica, e o anticorpo monoclonal neutralizante ou o
fragmento de ligagdo ao antigeno do mesmo se dissociam da toxina
tetanica e/ou Clostridium tetani com uma constante de dissociagao de
equilibrio ndo superior a 10°M.

4. Molécula de DNA caracterizada pelo fato de que codifica
o anticorpo monoclonal neutralizante ou o fragmento de ligagdo ao
antigeno do mesmo como definido em qualquer uma entre as

reivindicagdes 1 a 3.
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5. Vetor de expressdo recombinante, caracterizado pelo
fato de que o referido vetor de expressao recombinante compreende a
molécula de DNA como definida na reivindicacao 4.

6. Célula recombinante, caracterizada pelo fato de que a
referida célula recombinante € obtida por transformacdo ou
transfeccdo de uma célula hospedeira com o vetor de expressao
recombinante como definido na reivindicagao 5.

7. Complexo, caracterizado pelo fato de que, o referido
complexo compreende o anticorpo monoclonal neutralizante ou o
fragmento de ligagdo ao antigeno do mesmo como definido em
qualquer uma entre as reivindicagdes 1 a 3, e um marcador quimico ou
biolégico ligando de maneira covalente ao anticorpo monoclonal
neutralizante ou ao fragmento de ligagdo ao antigeno do mesmo; de
modo preferencial, a referida marcagdo quimica inclui marcacao
isotopica, marcagdo com imunotoxina, e marcagdo com farmaco
quimico, e a referida marcacao bioldgica inclui marcagdo com biotina,
marcacdo com avidina, marcagdo enzimatica, marcacgao fluorescente,
e marcagao com agente de transferéncia de elétrons.

8. Conjugado, caracterizado pelo fato de que, o referido
conjugado é formado por conjugacdo entre o anticorpo monoclonal
neutralizante ou o fragmento de ligagdo ao antigeno do mesmo como
definido em qualquer uma entre as reivindicagdes 1 a 3 e um meio
sélido ou semi-solido, e/ou entre o complexo como definido na
reivindicagao 7 e um meio sélido ou semissolido.

9. Composicdo, caracterizada pelo fato de que, a
composigdo compreende o anticorpo monoclonal neutralizante ou o
fragmento de ligacdo ao antigeno do mesmo como definido em
qualquer uma entre as reivindicagées 1 a 3, e/ou o complexo com
definido na reivindicagdo 7, e/ou o conjugado como definido na

reivindicagao 8.
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10. Produto de teste, caracterizado pelo fato de que, o
produto de teste compreende o anticorpo monoclonal neutralizante ou
o fragmento de ligagdo ao antigeno do mesmo como definido em
qualguer uma entre as reivindicagdes 1 a 3, e/ou o complexo como
definido na reivindicagdo 7, e/ou o conjugado como definido na
reivindicagao 8, e/ou a composi¢gao como definida na reivindicacéo 9;
de modo preferencial, o produto de teste compreende um kit, uma
placa de ELISA, ou um chip.

11. Método, o método caracterizado pelo fato de que
compreende o uso do anticorpo monoclonal neutralizante ou do
fragmento de ligagdo ao antigeno do mesmo como definido em
qualguer uma entre as reivindicacdes 1 a 3; o método € qualquer um
entre:

um método para detectar a existéncia ou o nivel de toxina
tetanica ou Clostridium tetani em uma amostra;

um meétodo para detectar se um sujeito esta infectado com
toxina tetanica ou Clostridium tetani; ou

um metodo para neutralizar a toxicidade da toxina tetanica
em uma amostra.

12. Utilizagao, caracterizada pelo fato de ser qualquer uma
entre:

utilizagcdo do anticorpo monoclonal neutralizante ou do
fragmento de ligagdo ao antigeno do mesmo como definido em
qualquer uma entre as reivindicacdes 1 a 3, e/ou do complexo como
definido na reivindicagdo 7, e/ou do conjugado como definido na
reivindicagcao 8, e/ou da composicdo como definida na reivindicacéo 9
na fabricacdo de uma producdo de teste para detectar toxina tetanica
ou infeccao por Clostridium tetani,

utilizagcdo do anticorpo monoclonal neutralizante ou do

fragmento de ligacdo ao antigeno do mesmo como definido na
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qualquer uma entre as reivindicagdes 1 a 3, e/ou do complexo como
definido na reivindicagdao 7, e/ou do conjugado como definido na
reivindicagcao 8, e/ou da composicdo como definido na reivindicacédo 9
na fabricagdo de uma medicacdo para prevencao ou tratamento de
uma doenga induzida por toxina tetanica ou infecgdo por Clostridium
tetani;

utilizacdo de molécula de DNA como definida na
reivindicacao 4, o vetor de expressdo de recombinagcdo como definido
na reivindicagdo 5, ou da célula de recombinagdo como definido na
reivindicagao 6, na fabricacdo de uma medicacéo para prevencao ou
tratamento de uma doencga induzida por toxina tetanica ou infeccao por

Clostridium tetani.
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RESUMO
Patente de Invencdo: “ANTICORPO MONOCLONAL NEUTRALI-
ZANTE TOTALMENTE HUMANO NATIVO CONTRA TOXINA
TETANICA E SUAS APLICAGOES”.

A presente invencao se refere a anticorpos monoclonais
neutralizantes totalmente humanos nativos contra toxina tetanica. Os
anticorpos monoclonais neutralizantes totalmente humanos nativos
contra toxina tetanica desenvolvidos da invencdo através de uma
plataforma sistematica de alta produtividade que seja especializada
para identificar e desenvolver anticorpo nativo humano. Os anticorpos
monoclonais neutralizantes descritos na invengdo podem ser usados
na prevengao, tratamento e teste de infecgdo por Clostridium tetani.
Os anticorpos monoclonais neutralizantes totalmente homanos
desenvolvidos na invengdo tém uma alta afinidade com a toxina
tetdnica, bem como possuem altas atividades neutralizantes contra a
toxina, seguros de uso com alta eficacia de prevencédo de doencga,
livres de contaminagdo por virus exoégeno, e sdo amplamente

aplicaveis a varios grupos humanos com fortes aplica¢gdes industriais.
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Este anexo apresenta o codigo de controle da listagem de sequéncias
bioldgicas.

Cédigo de Controle

Campo 1

8 A9AF 8C3 42106 9BB

Campo 2

6 A1151FO0OF35¢C94F 8

Outras Informacées:

- Nome do Arquivo: LISTAGEM DE SEQUENCIA (EV) 30-06-2020 P247887.
- Data de Geracao do Cédigo: 30/06/2020
- Hora de Geracéo do Cdédigo: 17:09:08
- Cédigo de Controle:
- Campo 1: 8A9AF8C3421069BB
- Campo 2: 6A1151FO0F35C94F8
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