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Relatério Descritivo da Patente de Invencgao para "USO DE USO
DE UM LIPIDIO CATIONICO QUIRAL CONSISTINDO DE R-DOTAP A PRE-
PARACAO DE COMPOSIGAO FARMACEUTICA".

REFERENCIA CRUZADA AOS PEDIDOS DE PATENTE RELACIONADOS

Este pedido de patente reivindica o beneficio do Pedido provisério
US Numero 61/045.837, depositado em 17 de abril de 2008, por Elizabeth
Vasievich, Weihsu Chen, Kenya Toney, Gregory Conn, Frank Bedu-Addo, e
Leaf Huang, e intitulado "Estimulacdo de uma Resposta Imune por Enanti6-
meros de Lipidios Catidnicos", a descricdo do qual € aqui incorporada por re-
feréncia em sua totalidade.

CAMPO DA INVENCAO

A presente invencao, em geral, refere-se a estimulagdo de uma
resposta imune, e mais particularmente ao uso dos enantibmeros R e S de
lipidios na estimulagao de respostas imunes.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

Esta secao é intencionada apresentar ao leitor os varios aspectos
da técnica que podem estar relacionados aos varios aspectos da presente
invencao, que sao descritos e/ou reivindicados abaixo. Acredita-se que o de-
bate seja util em prover ao leitor informagéo dos antecedentes para facilitar
uma compreensao melhor dos varios aspectos da presente invencao. Conse-
quentemente, deveria ser entendido que estas declaragdes serao lidas nesta
consideragao, e nao como admissdes da técnica anterior.

Desenvolvimento de imunoterapias seguras e efetivas para uso
humano continua uma necessidade médica urgente para pacientes mundial-
mente. Para suscitar respostas imunes apropriadas, modificadores imunolé-
gicos ("imunomodificadores") que intensificam, direcionam, ou promovem
uma resposta imune podem ser usados no projeto de vacina ou imunoterapia
[Gregoriadis, G., Immunological adjuvants: a role for liposomes. Immunol To-
day 11:89 (1990)]. Por exemplo, vacinas podem incluir antigenos para estimu-
lar uma resposta imune. Porém, algumas vacinas potenciais que incluem an-
tigenos sdo estimuladores fracos de uma resposta imune porque as vacinas

nao liberam eficientemente o antigeno as células apresentadoras de
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antigeno ("APC") do sistema imune efou antigeno € fracamente imunogéni-
co. Desse modo, imunoterapias que efetivamente liberam os antigenos as
APC, e também estimulam o sistema imune para responder ao antigeno, sao
necessarias. Imunomodificadores tém o potencial para funcionar como uma
imunoterapia. Tais imunoterapias podem ter estes e outros beneficios. Por
exemplo, quando incluso como parte de uma vacina terapéutica, um imuno-
modificador deve pelo menos (1) melhorar a liberagao do antigeno e/ou pro-
cessamento nas APC [Wang, R. F., e Wang, H. Y. Enchancement of antitu-
mor immunity by prolonging antigen presentation on dendritic cells. Nat Bio-
technol 20:149 (2002)], (2) induzir a produg¢édo de citocinas imunomodulado-
ras que favorecem o desenvolvimento de respostas imunes ao antigeno da
vacina, desse modo promovendo imunidade mediada por célula, incluindo
linfécitos T citotoxicos ("CTL"), (3) reduzir o nimero de imuniza¢des ou a
quantidade de antigeno requerido para uma vacina efetiva [Vogel, F. R. Im-
proving vaccine performance with adjuvants. Clin Infect Dis 30 Supl. 3:5266
(2000)], (4) aumentar a meia-vida biol6gica ou imunoldgica do antigeno da
vacina, e (5) superar a tolerancia imune ao antigeno inibindo fatores supres-
sivos imunes [Baecher-Allan, C. e Anderson, D. E. Immune regulation in tu-
mor-bearing hosts. Curr Opin Immunol 18:214 (2006)].

Presentemente, a classe primaria de agentes usados para inten-
sificar a eficacia dos antigenos, tais como antigenos de peptideo ou de pro-
teina, em suscitar uma resposta imune sao adjuvantes tais como emulsdes
de agua-em-o6leo, alume, e outras quimicas que intensificam as respostas do
antigeno; porém, estes adjuvantes nao sao imunomodificadores, como des-
critos acima, porque eles ndo tém por si s6 nenhum efeito imunomodulador
direto [Vogel, F. R., e Powell, M. F. A compendium of vaccine adjuvants and
excipients, Pharm Biotechnol 6:141 (1995)]. Varios tais adjuvantes estao
disponiveis para o uso em animais e alguns deles foram testados em expe-
rimentagdes clinicas. Além de adjuvantes tradicionais tais como os sais de
aluminio, produtos tais como virossomas de influenza [Gluck, R. e Walti, E.
2000. Biophysical validation of Epaxal Berna, a hepatitis A vaccine adju-

vanted with immunopotentiating reconstituted influenza virosomes (IRIV).
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Dev Biol (Basel) 103:189 (2000)] e MF59 de Chiron [Kahn, J. O, et al. Clini-
cal and immunologic responses to human immunodeficiency virus (HIV) type
ISF2 gp120 subunit vaccine combined with MF59 adjuvant with or without
muramyl tripeptide dipalmitoyl phosphatidylethanolamine in non-HIV-infected
human volunfeers. J Infect Dis 170:1288 (1994)], que tém efeitos imunes
intrinsecos, estdao sendo comercializados. Por exemplo, MF59, que é um
adjuvante com base em emulsdo de submicron, € interiorizado através de
células dendriticas [Dupuis, M. et al., Dendritic cells internalize vaccine adju-
vant after inframuscular injection. Cell Immunol 186:18 (1998)]. Porém, de
acordo com relatérios de experimentagdo clinica sobre vacinas de HSV e de
influenza [Jones, C. A., e Cunningham, A. L. Vaccination strategies to pre-
vent genital herpes and neonatal herpes simplex virus (HSV) disease.
Herpes 11:12 (2004); Minutello, M. et al., Safety and immunogenicity of an
inactivated subunit influenza virus vaccine combined with MF59 adjuvant
emulsion in elderly subjects, imnmunized for three consecutive influenza sea-
sons. Vaccine 17:99 (1999)] evidéncia de modelos animais sugere que o
adjuvante de MF58 intensifica a produgdo de anticorpos neutralizantes ao
invés de inténsiﬁcar as respostas das células T. Desse modo, métodos no-
vos de estimular respostas imunes mediadas por célula sao necessarios.
Também, como mencionado acima, alguns antigenos sao esti-
muladores fracos de uma resposta imune. Desse modo, além de coadminis-
trar o antigeno com substancias que estimulam respostas imunes, como
descrito acima, um antigeno fracamente imunogénico pode ser modificado
para aumentar sua imunogenicidade. Por exemplo, um antigeno fracamente
imunogénico pode ser acoplado a peptideos imunogénicos, polissacarideos,
ou lipidios para aumentar sua imunogenicidade. Porém, simplesmente aco-
plar antigenos fracamente imunogénicos a estes tipos de compostos pode
nao ser suficiente para suscitar uma resposta imune. Por exemplo, a respos-
ta imune resultante pode ser direcionada aos epitopos imunogénicos no
composto acoplado e nao no antigeno fraco, ou o antigeno acoplado pode
nao ser liberado eficientemente as APC do sistema imune. Desse modo, mé-

todos adicionais sdo necessarios para estimular respostas imunes a antige-
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nos que sao fracamente imunogénicos.
SUMARIO DA INVENCAO

Certos aspectos exemplares da invengao sédo expostos abaixo.
Deve ser entendido que estes aspectos sdo apresentados meramente para
prover ao leitor um breve sumario de certas formas que a invengado poderia
tomar e que estes aspectos ndo sao intencionados a limitar o escopo da in-
vengao. De fato, a invencao pode abranger uma variedade de aspectos que
podem nao ser explicitamente expostos abaixo.

Esta invencgao é direcionada a quiralidade de lipidios catiénicos e
ao uso dos enantibmeros R e S de lipidios catiénicos que, sob certa dose e
condigbes de composigdo, atuam como uma classe nova de imunoestimu-
lantes, para (1) efetivamente apresentar ou liberar um antigeno ao sistema
imune e (2) estimular o sistema imune para responder ao antigeno.

Lipossomas tém sido extensivamente usados para liberar farma-
cos, DNA de plasmideo, oligonucleotideos, proteinas, e peptideos de peso
molecular pequeno. Vacinas usando veiculos lipossomais, como veiculos de
antigeno néo viral, sao preferiveis comparadas as imunizagdes tradicionais
usando vacinas atenuadas em vida ou vetores virais tais como virus da va-
cinia ou da influenza. Pedido de Patente US 12/049.957, atribuidos ao ces-
sionario do presente pedido, revela imunoterapias com base sem lipidios
simples, embora efetivas, incluindo um complexo de lipidio catiéni-
co/antigeno, que tem duas moléculas, um lipidio catibnico e um antigeno, e
os efeitos da dose de lipidio na resposta imune resultante. Os resultados
relatados demonstram que o lipossoma catiénico complexado com um anti-
geno serve para estimular respostas imunes e iniciar a interagao das células
dendriticas (uma APC) com as células T.

Na presente invencdo, estudos adicionais executados com os
dois enantidmeros de um lipidio catiénico selecionado conduziram a desco-
berta que diferengas existem na habilidade dos enantibmeros R e S dos lipi-
dios catibnicos para agirem como ativadores imunes potentes sob varias
condigdes. Em combinagao com um antigeno, o complexo de lipidio catiéni-

co/antigeno contendo o enantidmero R, sob varias condicdes de dose (inclu-
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indo condigdes de dose baixa), induz respostas imunes fortes especificas
para o antigeno formulado no complexo e resulta na regressao do tumor.
Complexos que consistem em S-DOTAP e o antigeno, porém, foram capa-
zes de induzir apenas regressao limitada do tumor, e ndo em todas as doses
nas quais R-DOTAP foi efetivo. Ambos os enantidbmeros de DOTAP s3o,
porém, igualmente efetivos em induzir maturagdo e ativacdo das células
dendriticas que s&o a primeira etapa na indugdo de uma resposta imune ce-
lular.

Desse modo, um aspecto da invengao fornece uma composicao
de pelo menos um enantidmero de um lipidio catidbnico em uma dose sufici-
ente para induzir uma resposta imune em um sujeito.

Outro aspecto da invencao fornece um método de induzir uma
resposta imune em um sujeito administrando um enantidmero especifico ou
uma mistura de enantibmeros de um lipidio catiénico ao sujeito.

Outro aspecto da invenc¢ao fornece uma composicdo de um e-
nantibmero R ou S de um lipidio catibnico em uma dose suficiente para in-
duzir uma resposta imune em um sujeito.

Aspectos adicionais da inveng¢ao envolvem a adigéo de pelo me-
nos um antigeno ao enantibmero R ou S para formar um complexo de lipidio
catidnico/antigeno em cujo caso a resposta imune é antigeno-especifica.
BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

Varias caracteristicas, aspectos, e vantagens da presente inven-
cao ficarao melhor entendidos quando a descricdo detalhada seguinte for
lida com referéncia as figuras em anexo, em que:

as figuras 1A e 1B descrevem a quiralidade de 1,2-dioleoil-3-
trimetilaménio propano ("DOTAP").

a figura 2 € um grafico que descreve ativagdo das células den-
driticas humanas resultando na expressado da molécula coestimuladora CD
80 por R-DOTAP, S-DOTAP e a mistura racémica RS-DOTAP.

a figura 3 & um grafico que descreve a ativagao das células den-
driticas humanas resultando na expressado da molécula coestimuladora CD
83 por R-DOTAP, S-DOTAP e a mistura racémica RS-DOTAP.
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a figura 4 é um grafico que descreve a ativagao das células den-
driticas humanas resultando na expressao da molécula coestimuladora CD
86 por R-DOTAP, S-DOTAP e a mistura racémica RS-DOTAP.

a figura 5 é um grafico que descreve a estimulacido das células
dendriticas humanas resultando na produgédo da quimiocina CCL-3 por R-
DOTAP, S-DOTAP e a mistura racémica RS-DOTAP.

a figura 6 & um grafico que descreve a estimulagdo das células
dendriticas humanas resultando na produgdo da quimiocina CCL-4 por R-
DOTAP, S-DOTAP e a mistura racémica RS-DOTAP.

a figura 7 € um grafico que descreve a estimulagao das células
dendriticas humanas resultando na produgao da quimiocina CCL-5 por R-
DOTAP, S-DOTAP e a mistura racémica RS-DOTAP.

a figura 8 &€ um grafico que descreve a estimulagcédo das células
dendriticas humanas resultando na produc¢do da quimiocina CCL-19 por R-
DOTAP, S-DOTAP e a mistura racémica RS-DOTAP.

a figura 9 é um grafico que descreve a estimulacdo das células
dendriticas humanas resultando na producéo da citocina IL-2 por R-DOTAP,
S-DOTAP e a mistura racémica RS-DOTAP.

a figura 10 é um grafico que descreve a estimulagao das células
dendriticas humanas resultando na produg¢ao da citocina IL-8 por R-DOTAP,
S-DOTAP e a mistura racémica RS-DOTAP.

a figura 11 & um grafico que descreve a estimulagdo das células
dendriticas humanas resultando na produgdo da citocina IL-12 por R-
DOTAP, S-DOTAP e a mistura racémica RS-DOTAP.

a figura 12 é um grafico que demonstra os efeitos antitumorais in
vivo de varias doses de um complexo de lipidio catibnico/antigeno com base
no tamanho do tumor e tempo pds-injegao.

a figura 13 é um grafico que demonstra o efeito da dose de S-
DOTAP na eficacia antitumoral in vivo do complexo de lipidio catidni-
co/antigeno.

a figura 14 é um grafico que demonstra o efeito da dose de R-

DOTAP na eficacia antitumoral in vivo do complexo de lipidio catidni-
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co/antigeno.

a figura 15 é um grafico que descreve os efeitos da resposta da
dose de lipidio da mistura racémica de DOTAP, R-DOTAP e S-DOTAP na
resposta imune antitumoral in vivo do complexo de lipidio catidnico/antigeno
com dose de antigeno de 20 pg. O efeito da dose de antigeno é também
demonstrado com a mistura racémica de DOTAP. R-DOTAP comparado a
S-DOTAP: *p < 0,05, **p < 0,01, n = 5-6.

DESCRICAO DETALHADA

Uma ou mais modalidades especificas da presente invencao se-
rao descritas abaixo. Em um esforgco para fornecer uma descricdo concisa
destas modalidades, todas as caracteristicas de uma implementag¢ao atual
podem nédo ser descritas no relatério descritivo. Deveria ser apreciado que
no desenvolvimento de qualquer tal implementacéo atual, numerosas deci-
sdes especificas a implementacao devem ser feitas para alcangar as metas
especificas dos desenvolvedores, que pode variar de uma implementagao
para a outra. Além disso, deveria ser apreciado que um tal esfor¢co de de-
senvolvimento poderia ser complexo e demorado, mas seria, ndo obstante,
um empreendimento rotineiro para aqueles de habilidade usual tendo o be-
neficio desta descrigdo.

Ao introduzir elementos da presente invencao (por exemplo, a(s)
modalidade(s) exemplar(es) da mesma, os artigos "um(a)", "o/a" e "dito(a)"
sao intencionados significar que ha um ou mais dos elementos. Os termos
"compreendendo”, "incluindo" e "tendo" sao intencionados ser inclusivos e
significam que pode haver elementos adicionais diferentes dos elementos
listados.

Um aspecto da presente invencao fornece um enantimero de
um lipidio catiénico para estimular uma resposta imune em um mamifero
para impedir ou tratar doenca. Os lipidios quirais individuais podem funcionar
independentemente como imunomoduladores, em uma dose maneira-
dependente, tal como para a producdo de quimiocinas e/ou citocinas, ati-
vando varios componentes da via de sinalizagdo de MAP cinase. A faixa de

dose que efetivamente induz uma resposta imune é observada diferir entre
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os enantibmeros R e S e também dentro de varias espécies mamiferas. Por
exemplo, nas espécies roedoras, o enantibmero R de DOTAP atenua efeti-
vamente o crescimento do tumor em uma faixa de cerca de 30 nmols a cerca
de 400 nmols. Em contraste, o enantibmero S de DOTAP ¢é efetivo nesta
mesma faixa de doses nas mesmas espécies de roedores, entretanto bem
menos que o enantidbmero R. Em outro aspecto, o lipidio catiénico quiral po-
de ser associado aos antigenos ou farmacos para apresentagcado as células
do sistema imune ao mesmo tempo simultaneamente estimulando uma res-
posta imune antigeno-especifica forte. Em alguns aspectos da invencao, o
antigeno é um lipopeptidio.

Patente U. S. Nimero 7.303.881, incorporada por referéncia a-
qui em sua totalidade, descreve que multiplos lipidios catiénicos complexa-
dos com antigenos associados & doenga foram mostrados estimular uma
resposta imune profilatica que impediu a doenca especifica (por exemplo,
cancer HPV-positivo) e também uma resposta imune terapéutica que matou
as células que expressam o antigeno particular e resultou em um tratamento
efetivo da doenca. Presentemente, estudos foram executados para também
entender os efeitos da quiralidade na capacidade imunoestimulante dos lipi-
dios catibnicos usando os enantidmeros R e S de DOTAP (Os enantidbmeros
R e S de DOTAP s&ao mostrados nas figuras 1A e 1B). Estes estudos condu-
ziram a descoberta que enantiémeros individuais de lipidios catidnicos po-
dem funcionar independentemente como imunomoduladores para estimular
uma resposta imune com (ou sem) antigenos. Também, quando os enantio-
meros de lipidios catidnicos sdo complexados com um antigeno, uma res-
posta imune antigeno-especifica € gerada. A extensdo da resposta imune
especifica a doenca difere significativamente entre os enantiomeros R e S
do lipidio catiénico.

Em outro aspecto, o lipidio catiénico quiral, em uma dose sufici-
ente para estimular uma resposta imune, é administrado em combinacéao
com um antigeno ou antigenos. Neste caso a combinacéo de lipidio cationi-
co/antigeno é capaz de gerar uma resposta imune que € especifica para o(s)

antigeno(s) liberado(o) em combinagao com o lipidio catibnico. A resposta
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gerada pode incluir producdo de células T citotoxicas especificas, células T
de memoria, ou células B resultando na prevengao, ou resposta terapéutica,
para a doenca especifica associada ao(s) antigeno(s).

Os lipidios catidnicos quirais da invengao podem ser na forma de
complexos de lipidio catidnico. O complexo de lipidio catiénico pode levar a
forma de varias vesiculas tais como lipossomas, micelas, ou emulsdes. Os
complexos de lipidio catiénico podem ser unilaminares ou multilaminares.
Quando um antigeno for incluido, o antigeno pode ser encapsulado no com-
plexo de lipidio catiénico ou pode ser nao encapsulado. Encapsulado é en-
tendido significar que o antigeno pode ser contido dentro do espaco interno
do complexo e/ou incorporado nas paredes lipidicas do complexo.

Outro aspecto da invencéao diz respeito a um método para pro-
duzir estes complexos, em que o método pode opcionalmente incluir a etapa
de purificar estas formula¢bes dos componentes individuais em excesso.

Em certas modalidades, os complexos de lipidio catidnico tém
uma carga positiva liquida e/ou uma superficie positivamente carregada em
pH 6,0-8,0.

O "antigeno" opcional que pode ser incluido com os complexos
de lipidio catiénico da invengao pode ser acido nucleico, peptideos, lipopep-
tidios, proteinas, lipoproteinas, polissacarideos, e outras macromoléculas
que podem ser diretamente complexadas com os lipidios catiénicos. Porém,
farmacos catibnicos (por exemplo, proteina catidénica grande) podem ser di-
retamente complexados com um lipidio anidénico ou sequencialmente com-
plexados primeiro com lipidio anidénico ou polimero seguido pelo lipidio cati-
6nico quiral. O uso deste processo permite a liberacao de farmacos carrega-
dos positivos ou neutros as células pelos complexos da presente invencao.

Um aspecto da presente invengao envolve o uso dos complexos
de lipidio catiénico quirais para ativar células dendriticas e também estimular
a produgao de quimiocinas e citocinas. Quimiocinas e citocinas sao regula-
dores importantes das respostas imunes. Quimiocinas foram originalmente
identificadas como moléculas de quimioatragéo potentes para células infla-

matoérias incluindo neutréfilos, eosindfilos, € monécitos/macréfagos. Estudos
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subsequentes revelaram que quimiocinas tém efeitos profundos em reacoes
imunes regulando o trafego das células dendriticas e outros linfécitos em
orgaos linfoides. Células dendriticas sdo células migratorias que testam os
antigenos no tecido, migram para os linfonodos de drenagem e amadurecem
para estimular a resposta das células T. CCL2, um membro das quimiocinas
CC, foi identificado originalmente como um fator quimiotatico e ativador para
mondcitos/macréfagos. Estudos subsequentes mostraram que este pode
também afetar a fungdo das células T, células assassinas naturais, e neutré-
filos. Outra exploragao descobriu que CCL2 era o ativador mais potente da
atividade dos linfécitos T CD8+ citotoxicos ("CTL"), quando na presenca das
citocinas Th1, interleucina-12 ("IL-12") e interferona y ("IFN-y"). Isso pode
ser explicado por uma interagao bidirecional positiva entre os sistemas de
CCL2 e IFN-y. Uma auséncia da citocina ou quimiocina pode interferir com a
polarizagdo de Th1 e geragao da imunidade tumoral especifica subsequente.
Outra quimiocina CC, CCL-4, tem também sido mostrado recrutar e expandir
células dendriticas in vivo e potencializar a imunogenicidade das vacinas de
DNA de plasmideo. Recentemente, foi mostrado que as quimiocinas intensi-
ficam a imunidade guiahdo células T CD8+ puras para os sitios de interacao
de células T CD4+/dendriticas e promovem a geracao de células T CDS+ de
memboria. Alguns exemplos de quimiocinas que podem ser estimuladas pelos
complexos de lipidio catidénico da presente invengédo sdao CCL-2, CCL-3, e
CCL-4. Exemplos de citocinas que podem ser estimuladas pelos complexos
de lipidio catibnico da presente invencao sao IL-2, IL-8, IL-12 e IFN-y. Os
inventores contemplam que os complexos de lipidio catibnico da presente
invencdo podem estimular quimiocinas e citocinas além daquelas descritas
neste relatério descritivo.
LIPIDIOS

Os complexos de lipidio catidnico quirais da presente invencao
podem formar lipossomas que sao opcionalmente misturados com antigeno
e podem conter os lipidios catidnicos quirais sozinhos ou lipidios catiénicos
quirais em combinacdo com lipidios neutros. Espécies de lipidios catiénicos

quirais adequados incluem, mas nao sao limitados aos enantibmeros R e S
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de: 3-B[*N-('N,-diguanidino espermidina)-carbamoiljcolesterol (BGSC); 3-
BIN,N-diguanidinoetil-aminoetano-carbamoil]colesterol (BGTC);
N,N'N?N°>Tetra-metiltetrapalmitilespermina (celfectina); N-t-butil-N'-tetradecil-
3-tetradecil-aminopropionamidina (CLONfectina); brometo de dimetildiocta-
decil aménio (DDAB); brometo de 1,2-dimiristiloxipropil-3-dimetil-hidroxi etil
amoénio (DMRIE); trifluoroacetato de 2,3-dioleoil6xi-N-
[2(esperminacarboxamido)etil]-N,N-dimetil-N,N-dimetil-1-propanaminio

(DOSPA); 1,3-dioleoil6xi-2-(6-carboxiespermil)-propil amida (DOSPER); 4-
(2,3-bis-palmitoiloxi-propil)-1-metil-1H-imidazol (DPIM), iodeto de N,N,N’ N'-
tetrametil-N,N’-bis(2-hidroxietil)-2, 3-dioleoil6xi-1,4-butanodiaménio  (Tfx-50);
cloreto de N-1-(2,3-dioleoildxi)propil-N,N,N-trimetil aménio (DOTMA) ou ou-
tros tensoativos de aménio N-(N,N-1-dialcéxi)-alquil-N,N,N-trissubstituidos;
1,2-dioleoil-3-(4’-trimetilaménio)-butanol-sn-glicerol (DOBT) ou colesteril (4'-
trimetilamonio)butanoato (ChOTB), onde o grupo trimetilaménio é conectado
por meio de um brago espacador de butanol ou a cadeia dupla (para DOTB)
ou grupo colesterila (para ChOTB); DORI (DL-1,2-dioleoil-3-
dimetilaminopropil-B-hidroxietilaménio) ou DORIE (DL-1,2-O-dioleoil-3-
dimetilaminopropil-B-hidroxietilaménio-m) (DOR]E) ou analogos dos mesmos
como descritos em WO 93/03709; éster de colina de 1,2-dioleoil-3-succinil-
sn-glicerol (DOSC); éster de hemissuccinato de colesterila (ChOSC); lipopo-
liaminas tais como dioctadecilamidoglicilespermina (DOGS) e fosfatidiletano-
lamilespermina de dipalmitoila (DPPES) ou os lipidios catidnicos descritos
na patente US Numero 5.283.185, iodeto de colesteril-33-carboxil-amido-
etilenotrimetilaménio, iodeto de carboxilato de 1-dimetilamino-3-
trimetilaménio-DL-2-propil-colesterila, colesteril-3-O-carboxiamidoetileno-
amina, iodeto de colesteril-3-O-oxissuccinamido-etilenotrimetilaménio, iodeto
de 1-dimetilamino-3-trimetilam&nio-DL-2-propil-colesteril-3-B-oxissuccinato,
iodeto de 2-(2-trimetilaménio)-etilmetilaminoetil-colesteril-3-P-oxissuccinato,
3-B-N-(N’,N’-dimetilaminoetano)carbamoil colesterol (DC-col), e 3-B-N-
(polietilenoimina)-carbamoilcolesterol; O,0O’-dimiristil-N-lisil-aspartato (DM-
KE);  O,O-dimiristil-N-lisil-glutamato = (DMKD); brometo de 1,2-

dimiristiloxipropil-3-dimetil-hidroxi  etii aménio (DMRIE); 1,2-dilauroil-sn-
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glicero-3-etilfosfocolina (DLEPC); 1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-etilfosfocolina
(DMEPC); 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-etilfosfocolina (DOEPC); 1,2-dipalmitoil-
sn-glicero-3-etilfosfocolina (DPEPC); 1,2-diestearoil-sn-glicero-3-
etilfosfocolina (DSEPC); 1,2-dioleoil-3-trimetilaménio propano (DOTAP); dio-
leoil dimetilaminopropano (DODAP); 1,2-palmitoil-3-trimetilambnio propano
(DPTAP); 1,2-diestearoil-3-trimetilamonio propano (DSTAP), 1,2-miristoil-3-
trimetilamoénio propano (DMTAP); e dodecil sulfato de sédio (SDS). A pre-
sente invengdo contempla o uso de variantes estruturais e derivados dos
lipidios catiénicos descritos neste pedido de patente.

Certos aspectos da presente invengao incluem lipidios catidnicos
quirais nao-esteroidais tendo uma estrutura representada pela férmula se-
guinte:

RZ

R’ c*
\Y1/ \Ra

em que R' & um grupo aménio quaternario, Y' & escolhido de uma cadeia de
hidrocarboneto, um éster, uma cetona, e um peptideo, C* € um carbono qui-
ral, R? e R® sao independentemente escolhidos de um acido graxo saturado,
um acido graxo insaturado, um hidrocarboneto ligado a éster, fosforo-
diésteres, e combinagdées dos mesmos. DOTAP, DMTAP, DSTAP, DPTAP,
DPEPC, DSEPC, DMEPC, DLEPC, DOEPC, DMKE, DMKD, DOSPA, DOT-
MA, sdo exemplos de lipidios que tém esta estrutura geral.

Em uma modalidade, lipidios catidnicos quirais da invencao sao
lipidios em que as ligagdes entre o grupo lipofilico e o grupo amino sdo esta-
veis na solugdo aquosa. Desse modo, um atributo dos complexos da inven-
¢do é sua estabilidade durante o armazenamento (isto &, sua habilidade para
manter um diametro pequeno e reter a atividade biolégica o passar do tempo
seguindo sua formacao). Tais ligagbes usadas nos lipidios catidnicos inclu-
em ligacbes de amida, ligagcbes de éster, ligacbes de éter e ligagbes de car-
bamoila. Aqueles de habilidade na técnica entenderiam facilmente que os
lipossomas contendo mais que uma espécie de lipidio catibnico podem ser

usados para produzir os complexos da presente invengado. Por exemplo, li-
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possomas compreendendo duas espécies de lipidios catibnicos, lisil-
fosfatidiletanolamina e éster de colesterol de B-alanila foram descritos para
certas aplicacdes de liberacdo de farmaco [Brunette, E. et al., Nucl. Acids
Res., 20:1151 (1992)].

E para ser também entendido que considerando lipossomas ca-
tibnicos quirais adequados para o uso na invencao e mistura opcionalmente
com antigeno, os métodos da invengdo nao sao restringidos apenas ao uso
dos lipidios catibnicos recitados acima mas do contrario, qualquer composi-
cao de lipidio pode ser usada desde que um lipossoma catiénico seja produ-
zido e a densidade de carga catidnica resultante seja suficiente para ativar e
induzir uma resposta imune.

Desse modo, os complexos da inven¢do podem conter outros li-
pidios além dos lipidios catiénicos quirais. Estes lipidios incluem, mas nao
sao limitados a, liso lipidios dos quais lisofosfatidilcolina (1-oleoil lisofosfati-
dilcolina) € um exemplo, colesterol, ou fosfolipideos neutros incluindo dioleoil
fosfatidil etanolamina (DOPE) ou dioleoil fosfatidilcolina (DOPC) como tam-
bém varios tensoativos lipofilicos, contendo por¢cdes de polietileno glicol, das
quais Tween-80 e PEG-PE sao exemplos.

Os complexos de lipidio catidnico quirais da invencdo podem
também conter lipidios negativamente carregados como também lipidios ca-
tibnicos contanto que a carga liquida dos complexos formados seja positiva
efou a superficie do complexo seja positivamente carregada. Lipidios negati-
vamente carregados da invengao sdo aqueles compreendendo pelo menos
uma espécie de lipidio tendo uma carga negativa liquida em ou proximo do
pH fisiologico ou combinagdes destes. Espécies de lipidios negativamente
carregados adequados incluem, mas nao sao limitadas a, CHEMS (hemis-
succinato de colesterila), NGPE (N-glutaril fosfatidiletanolamina), fosfatidil
glicerol e acido fosfatidico ou um analogo de fosfolipideo similar.

Métodos para produzir os lipossomas a serem usados na produ-
¢ao do lipidio compreendendo complexos de liberacdo de farmaco da pre-
sente invencao sao conhecidos aqueles de habilidade usual na técnica. Uma

revisdo das metodologias da preparagao de lipossoma pode ser encontrada
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em Liposome Technology (CFC Press, Nova lorque 1984); Liposomes by
Ostro (Marcel Dekker, 1987); Methods Biochem Anal. 33:337-462 (1988) e
patente U. S. Nimero 5.283.185. Tais métodos incluem extrusdo de conge-
lamento-descongelamento e sonicagdo. Ambos os lipossomas unilamelares
(menos que cerca de 200 nm em didmetro médio) e lipossomas multilamela-
res (maiores que cerca de 300 nm em didmetro médio) podem ser usados
como componentes de partida para produzir os complexos desta invencgao.

Nos lipossomas catidnicos utilizados para produzir os complexos
de lipidio catiénico desta invengéo, o lipidio catiénico quiral esta presente no
lipossoma em cerca de 10 % em mol a cerca de 100 % em mol de lipidio
lipossomal total, ou de cerca de 20 % em mol a cerca de 80 % em mol. O
lipidio neutro, quando incluso no lipossoma, pode estar presente a uma con-
centracdo de cerca de 0 % em mol a cerca de 90 % em mol do lipidio lipos-
somal total, ou de cerca de 20 % em mol a cerca de 80 % em mol, ou de 40
% em mol a 80 % em mol. O lipidio negativamente carregado, quando inclu-
so no lipossoma, pode estar presente em uma concentragdo que varia de
cerca de 0 % em mol a cerca de 49 % em mol do lipidio lipossomal total, ou
de cerca de 0 % em mol a cerca de 40 % em mol. Em uma modalidade, os
lipossomas contém um quiral catidnico e um lipidio neutro, em razées entre
cerca de 2:8 a cerca de 6:4.

E também entendido que os complexos da presente invencéo
podem conter lipidios modificados, proteina, polications ou ligantes de recep-
tor que funcionam como um fator de visamento direcionando o complexo
para um tecido particular ou tipo de célula. Exemplos de fatores de visamen-
to incluem, mas nao sdo limitados a, asialoglicoproteina, insulina, lipoprotei-
na de densidade baixa (LDL), folato e anticorpos monoclonais e policlonais
direcionados contra moléculas de superficie celular. Além disso, para modifi-
car a meia-vida circulatéria dos complexos, a carga de superficie positiva
pode ser estericamente protegida incorporando tensoativos lipofilicos que
contém porgdes de polietileno glicol.

Os complexos de lipidio catidbnico podem ser armazenados em

solugdo isotdnica de sacarose ou dextrose sob coletdnea do gradiente de



10

15

20

25

30

15

sacarose ou eles podem ser liofilizados e depois reconstituidos em uma so-
lugdo isotdnica antes do uso. Em uma modalidade, os complexos de lipidio
catibnico sdo armazenados na solugdo. A estabilidade dos complexos de
lipidio catidnico da presente invengao é medida através de ensaios especifi-
cos para determinar a estabilidade fisica e atividade biolégica dos complexos
de lipidio catiénico com o passar do tempo sob armazenamento. A estabili-
dade fisica dos complexos de lipidio catiébnico € medida determinando o di-
ametro e a carga dos complexos de lipidio catibnico através de métodos co-
nhecidos aqueles de habilidade usual na técnica, incluindo por exemplo, mi-
croscopia de elétron, cromatografia de filtracdo em gel ou por meio de espa-
Ihamento de luz quase elastico usando, por exemplo, um analisador de ta-
manho de particula Coulter NASD como descrito no Exemplo. A estabilidade
fisica do complexo de lipidio catibnico é "substancialmente inalterada" sob
armazenamento quando o didmetro dos complexos de lipidio catiénico ar-
mazenados ndo for aumentado em mais que 100%, ou em nao mais que
50%, ou em nao mais que 30%, no didmetro dos complexos de lipidio cati6-
nico como determinado na ocasido que os complexos de lipidio catibnico
forem purificados.

Embora seja possivel para o lipidio catiénico quiral ser adminis-
trado em uma forma pura ou substancialmente pura, é preferivel apresentar
o mesmo como uma composigdo, formulagdo ou preparagao farmacéutica.
Formulagdes farmacéuticas usando os complexos de lipidio catidnico quirais
da invencao podem compreender os complexos de lipidio catidbnico em um
tampao fisiologicamente estéril compativel tal como, por exemplo, solugdo
salina isotdnica, tamponada de fosfato, ou tampéao de resisténcia idbnica bai-
xa, tal como acetato ou Hepes (um pH exemplar sendo na faixa de cerca de
3,0 a cerca de 8,0). Os complexos de lipidio catibnico quirais podem ser ad-
ministrados como aerossois ou como solugdes liquidas para administragcéo
intratumoral, intra-arterial, intravenosa, intratraqueal, intraperitoneal, subcu-
tanea, e intramuscular.

As formulagbes da presente invengdo podem incorporar qual-

quer estabilizante conhecido na técnica. Estabilizantes ilustrativos séo coles-
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terol e outros esterbis que podem ajudar na rigidez da bicamada de liposso-
ma e podem impedir desintegracao ou desestabilizacdo da bicamada. Tam-
bém agentes tais como polietileno glicol, poli e monossacarideos podem ser
incorporados no lipossoma para modificar a superficie do lipossoma e impe-
dir o mesmo de ser desestabilizado devido a interacdo com o sangue-
componentes. Outros estabilizantes ilustrativos sdo proteinas, sacarideos,
acidos inorganicos, ou acidos organicos que podem ser usados sozinhos ou
como misturas.

Varios métodos farmacéuticos podem ser empregados para con-
trolar, modificar, ou prolongar a duragao da estimuiacédo imune. Preparacdes
de liberagao controlada podem ser alcangadas através do uso de complexos
poliméricos tais como poliésteres, poliaminoacidos, metilcelulose, polivinila,
poli(acido latico), e hidrogéis para encapsular ou atrair os lipidios catiénicos
e lentamente os liberar. Polimeros similares podem também ser usados para
adsorver os lipossomas. Os lipossomas podem ser contidos nas formulagdes
de emulsédo para alterar o perfil de liberagao do estimulante. Alternativamen-
te, a duracao da presencga do estimulante na circulagdo sanguinea pode ser
inténsiﬁcada revestindo a superficie do lipossoma com compostos tais como
polietileno glicol ou outros polimeros e outras substancias tais como sacari-
deos que sdo capazes de intensificar o tempo de circulagdo ou meia-vida
dos lipossomas e emulsées.

Quando preparagtes orais forem requeridas, os lipidios catidni-
cos quirais podem ser combinados com veiculos farmacéuticos tipicos co-
nhecidos na técnica tais como, por exemplo, sacarose, lactose, metilcelulo-
se, carboximetil celulose, ou goma arabica, entre outros. Os lipidios catiéni-
cos podem também ser encapsulados em capsulas ou comprimidos para
liberagao sistémica.

Administragcao do lipidio catibnico quiral da presente invencéo
pode ser para um propésito profilactico ou terapéutico. Quando dado profila-
ticamente, o lipidio catidénico é fornecido com antecedéncia de qualquer evi-
déncia ou sintomas de enfermidade. Quando dado terapeuticamente, o lipi-

dio catiénico & fornecido ao principio da doeng¢a ou apés. A administragéo



10

15

20

25

30

17

terapéutica do imune-estimulante serve para atenuar ou curar a doenga. Pa-
ra ambos os propésitos, o lipidio catibnico pode ser administrado com
um/uns agente(s) terapéutico(s) adicional(is) ou antigeno(s). Quando os lipi-
dios catidnicos forem administrados com um agente terapéutico ou antigeno
adicional, o efeito profilactico ou terapéutico pode ser gerado contra uma
doenca especifica.

As formulac¢bes da presente invengao, tanto para uso veterinario
quanto humano, compreendem um lipidio catiénico quiral sozinho como des-
crito acima, como uma mistura de enantibmeros R e S, ou também opcio-
nalmente, com um ou mais ingredientes terapéuticos tais como um/uns anti-
geno(s) ou molécula(s) de farmaco. As formulagbes podem ser convenien-
temente apresentadas em forma de dosagem unitaria e podem ser prepara-
das por qualquer método conhecido na técnica farmacéutica.

ANTIGENOS

Em uma modalidade, o lipidio catidnico quiral € administrado
sem qualquer agente adicional a fim de refor¢ar ou diminuir varias respostas
imunes, incluindo produgao de outros moduladores imunes, e reforgar a res-
posta imune a doenca combatida. Em outra modalidade, o lipidio catiénico
quiral é administrado em combinagao com um antigeno ou antigenos. Neste
caso, 0 objetivo & gerar uma resposta imune que seja especifica para o(s)
antigeno(s) liberado(s) em combinagao com o lipidio catibnico. A resposta
gerada pode incluir producao de células T citotéxicas especificas, células T
de memodria, ou células B resultando na prevencao ou resposta terapéutica a
doenga especifica associada aquele(s) antigeho(s). O antigeno pode ser
qualquer antigeno associado ao tumor ou antigeno microbiano ou qualquer
outro antigeno conhecido a alguém versado na técnica.

Um "antigeno associado ao tumor”, como aqui usado é uma mo-
lécula ou composto (por exemplo, uma proteina, peptideo, polipeptideo, li-
poproteina, lipopeptidio, glicoproteina, glicopeptideos, glicolipideos, carboi-
drato, RNA, e/ou DNA) associado a um tumor ou célula cancerosa e que é
capaz de provocar uma resposta imune (humoral e/ou celular) quando ex-

pressado na superficie de umas células de apresentacdo de antigeno no
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contexto de uma molécula do complexo de histocompatibilidade principal
("MHC"). Antigenos associados ao tumor incluem autoantigenos, como tam-
bém outros antigenos que especificamente podem nao estar associados a
um cancer, mas no entanto intensificam uma resposta imune e/ou reduzem o
crescimento de um tumor ou célula cancerosa quando administrado a um
animal. Modalidades mais especificas sao fornecidas aqui.

Um "antigeno microbiano”, como aqui usado, € um antigeno de
um micro-organismo e inclui, mas nao é limitado a, virus infecciosos, bacté-
rias infecciosas, parasitas infecciosos e fungos infecciosos. Antigenos mi-
crobianos podem ser micro-organismos intactos, e isolados naturais, frag-
mentos, ou derivados dos mesmos, compostos sintéticos que sao idénticos
ou similares aos antigenos microbianos de ocorréncia natural e, preferivel-
mente, induzem uma resposta imune especifica para o micro-organismo cor-
respondente (do qual o antigeno microbiano de ocorréncia natural originou-
se). Em uma modalidade preferida, um composto & similar a um antigeno de
micro-organismo de ocorréncia natural se induzir uma resposta imune (hu-
moral e/ou celular) similar a um antigeno de micro-organismo de ocorréncia
natural. Compostos ou antigenos que sao similares a um antigeno de micro-
organismo de ocorréncia natural sdo bem-conhecidos aqueles de habilidade
usual na técnica, tais como, por exemplo, uma proteina, peptideo, polipepti-
deo, lipoproteina, lipopeptidio, glicoproteina, glicopeptideos, lipidio, glicolipi-
dio, carboidrato, RNA, e/ou DNA. Outro exemplo nao limitativo de um com-
posto que é similar a um antigeno de micro-organismo de ocorréncia natural
€& um mimético de peptideo de um antigeno de polissacarideo. Modalidades
mais especificas sao fornecidas équi.

O termo "antigeno" é também intencionado abranger analogos
de peptideo ou de proteina de antigenos conhecidos ou do tipo selvagem
tais como aqueles descritos neste relatério descritivo. Os analogos podem
ser mais sollveis ou mais estaveis que o antigeno do tipo selvagem, e po-
dem também conter muta¢des ou modificacbes que tornam o antigeno mais
imunologicamente ativo. Antigeno pode ser modificado de qualquer maneira,

tal como adicionando porgdes de lipidio ou de aglcar, mutando as sequén-
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cias de aminoacido do peptideo ou da proteina, mutando a sequéncia de
DNA ou de RNA, ou qualquer outra modificagdo conhecida a alguém versa-
do na técnica. Os antigenos podem ser modificados usando métodos pa-
drées conhecidos por alguém versado na técnica.

Também uteis nas composicdes e métodos da presente inven-
¢cao sdo peptideos ou proteinas que tém sequéncias de aminoacido homoélo-
gas com a sequéncia de aminoacido de um antigeno desejado, onde o anti-
geno homdélogo induz uma resposta imune para o respectivo tumor, micro-
organismo ou célula infectada.

Em uma modalidade, o antigeno no complexo de lipidio cati6nico
compreende um antigeno associado a um tumor ou cancer, isto €, um anti-
geno associado ao tumor, para fazer uma vacina para impedir ou tratar um
tumor. Como tal, em uma modalidade, as vacinas de tumor ou de cancer da
presente invengéo também compreendem pelo menos um epitopo de pelo
menos um antigeno associado ao tumor. Em outra modalidade preferida, as
vacinas de tumor ou céncer da presente invencdo também compreendem
uma pluralidade de epitopos de um ou mais antigenos associados ao tumor.
Os antigenos associados ao tumor que encontram uso nos complexos de
lipidio catidnico e métodos da presente invencao podem ser inerentemente
imunogénicos, ou nao-imunogénicos, ou ligeiramente imunogénicos. Como
demonstrado aqui, até mesmo autoantigenos associados ao tumor podem
ser vantajosamente empregados nas vacinas em questdo para efeito tera-
péutico, uma vez que as composi¢cdes em questdo sdo capazes de quebrar
a tolerancia imune contra tais antigenos. Antigenos exemplares incluem,
mas nao séo limitados a, antigenos sintéticos, recombinantes, estranhos, ou
homologos, e materiais antigénicos podem incluir, mas nao limitam a, protei-
nas, peptideos, polipeptideos, lipoproteinas, lipopeptidios, lipidios, glicolipi-
dios, carboidratos, RNA e DNA. Exemplos de tais vacinas incluem, mas nao
s&o limitadas a, aquelas para o tratamento ou prevenc¢ao de cancer de ma-
ma, cancer de cabeca e pescogo, melanoma, cancer cervical, cancer pulmo-
nar, cancer de préstata, carcinoma de intestino, ou qualquer outro cancer

conhecido na técnica usando um lipidio catidénico em um complexo com
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um/uns antigeno(s) associado(s) ao tumor. E também possivel formular o
antigeno com o lipidio catiénico sem encapsula-lo no lipossoma. Desse mo-
do, complexos de lipidio catiénico quirais da presente invengdo podem ser
usados nos métodos para tratar ou impedir cancer. Em um tal caso, o mami-
fero a ser imunizado pode ser injetado com a formulagado farmacéutica con-
tendo o lipossoma com o(s) antigeno(s) encapsulado(s).

Antigenos associados ao tumor adequados para o uso na pre-
sente invencao incluem tanto moléculas de ocorréncia natural quanto modifi-
cadas, que pode ser indicativo de tipo de tumor simples, compartilhadas en-
tre varios tipos de tumores, e/ou exclusivamente expressas ou sobre-
expressas em células tumorais comparadas com células normais. Além das
proteinas, glicoproteinas, lipoproteinas, peptideos, e lipopeptidios, padroes
tumor-especificos de expressao de carboidratos, gangliosideos, glicolipidios,
e mucinas foram também documentados. Antigenos associados ao tumor
exemplares para o uso em vacinas de cancer incluem produtos de proteina
de oncogenes, genes supressores de tumor, e outros genes com mutacgdes
ou rearranjos unicos para as células tumorais, produtos de gene embriona-
rios reativados, antigenos oncofetais, antigenos de diferenciagdo tecido-
especificos (mas nao tumor-especificos), receptores de fator de crescimento,
residuos de carboidrato de superficie celular, proteinas virais estranhas, e
varios outras autoproteinas.

Modalidades especificas de antigenos associados ao tumor in-
cluem, por exemplo, antigenos mutados ou modificados tais como os produ-
tos de proteina dos proto-oncogenes de Ras p21, supressor de tumor p53 e
oncogenes HER-2/neu e BCR-abl, como também CDK4, MUM1, Caspase 8,
e beta catenina; antigenos sobre-expressados tais como galectina 4, galecti-
na 9, anidrase carbdnica, Aldolase A, PRAME, Her2/neu, ErbB-2 e KSA, an-
tigenos oncofetais tais como fetoproteina alfa (AFP), gonadotropina cori6ni-
ca humana (hCG); autoantigenos tais como antigeno carcinoembriénico
(CEA) e antigenos de diferenciagido de melanécitos tais como Mart 1/Melan
A, gp100, gp75, Tirosinase, TRP1 e TRP2; antigenos associados a prostata
tais como PSA, PAP, PSMA, PSM-P1 e PSM-P2; produtos de gene embrio-
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nario reativados tais como MAGE 1, MAGE 3, MAGE 4, GAGE 1, GAGE 2,
BAGE, RAGE, e outros antigenos de testiculares cancerigenos como NY-
ESO1, SSX2 e SCPI; mucinas tais como Muc-1 e Muc-2; gangliosideos tais
como GM2, GD2 e GD3, glicolipideos e glicoproteinas neutros tais como
Lewis (y) e globo-H; e glicoproteinas tais como Tn, antigeno de Thompson-
Freidenreich (TF) e sTn. Também inclusos aqui como antigenos associados
ao tumor séo lisados de célula inteira e de célula tumoral como também por-
¢bes imunogénicas dos mesmos, como também idiotipos de imunoglobulina
expressos em proliferagdes monoclonais de linfécitos B para o uso contra
linfomas de célula B.

Antigenos associados ao tumor e seus respectivos alvos de cé-
lula tumoral incluem, por exemplo, citoqueratinas, particularmente citoquera-
tina 8, 18 e 19, como antigenos para carcinoma. Antigeno de membrana epi-
telial (EMA), antigeno embrionario humano (HEA-125), glébulos de gordura
de leite humano, MBr1, MBr8, Ber-EP4, 17-1A, C26 e T16 sdo também anti-
genos de carcinoma conhecidos. Desmina e actina musculo-especifica sdo
antigenos de sarcomas miogénicos. Fosfatase alcalina placentaria, gonado-
tropina coriénica beta-humana, e fetoproteina alfa sdo antigenos de tumores
trofoblasticos e de célula germinal. Antigeno especifico para prostata € um
antigeno de carcinomas prostaticos, antigeno carcinoembriénico de adeno-
carcinomas de co6lon. HMB45 é um antigeno de melanomas. Em cancer
cervical, antigenos Uteis poderiam ser codificados por virus do papiloma hu-
mano. Cromagranina-A e sinaptofisina sdo antigenos de tumores neuroen-
décrinos e neuroectodérmicos. De interesse particular sdo tumores agressi-
vos que formam massas de tumor sélido tendo areas necréticas. A lise de
tais células necréticas € uma fonte rica de antigenos para células de apre-
sentacao de antigeno, e desse modo, a terapia em questao pode encontrar
uso vantajoso junto com quimioterapia convencional e/ou terapia de radia-
cao.

Em uma modalidade, os antigenos do virus do papiloma huma-
no, HPV, sdo usados. Um antigeno de HPV especifico que usou como um

antigeno associado ao tumor &€ HPV subtipo 16 E7. Complexos de antigeno-
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lipidios catidnicos de HPV E7 séao efetivos para impedir e tratar cancer cervi-
cal. Além disso, uma proteina de E7 geneticamente engenheirada, isto &,
Proteina de E7m, tendo atividade antigénica, mas sem atividade tumorigéni-
ca, € um antigeno associado ao tumor efetivo. Complexos de E7m-lipidios
catidnicos induzem imunidade celular para causar regressao completa dos
tumores estabelecidos e, desse modo, sao Uteis como vacinas potentes de
céncer anticervical.

Antigenos associados ao tumor podem ser preparados por mé-
todos bem-conhecidos na técnica. Por exemplo, estes antigenos podem ser
preparados de células cancerosas preparando extratos brutos de células
cancerosas (por exemplo, como descrito em Cohen et al.,, Cancer Res.,
54:1055 (1994)), parcialmente purificando os antigenos, através de tecnolo-
gia recombinante, ou por sintese de de novo dos antigenos conhecidos. O
antigeno pode também ser na forma de um acido nucleico que codifica um
peptideo antigénico em uma forma adequada para expressdo em um sujeito
e apresentagdo ao sistema imune do sujeito imunizado. Também, o antigeno
pode ser um antigeno completo, ou pode ser um fragmento de um antigeno
completo compreendendo pelo menos um epitopo.

Antigenos derivados de patégenos conhecidos predispostos a
certos canceres podem também ser vantajosamente incluidos nas vacinas
de cancer da presente invengéo. E estimado que perto de 16% da incidéncia
mundial de cancer possa ser atribuido a patégenos infecciosos; e varias ma-
lignidades comuns sé&o caracterizadas pela expressao de produtos génicos
virais especificos. Desse modo, a inclusdo de um ou mais antigenos de pa-
tégenos implicados em causar cancer pode ajudar a ampliar a resposta imu-
ne do hospedeiro e intensificar o efeito profilactico ou terapéutico da vacina
de cancer. Patégenos de interesse particular para uso nas vacinas de cancer
fornecidas aqui incluem virus da hepatite B (carcinoma hepatocelular), virus
da hepatite C (heptomas), virus de Epstein Barr (EBV) (linfoma de Burkitt,
cancer de nasofaringe, PTLD em individuos imunossuprimidos), HTLVL (leu-
cemia de célula T adulta), virus do papiloma humano oncogénicos tipos 16,

18, 33, 45 (cancer cervical adulto), e a bactéria Helicobacter pylori (linfoma
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gastrico de célula B). Outros micro-organismos medicalmente relevantes que
podem servir como antigenos em mamiferos e mais particularmente huma-
nos sdo descritos extensivamente na literatura, por exemplo, C. G. A Tho-
mas, Medical Microbiology, Bailliere Tindall, Gra Bretanha 1983, os conteu-
dos inteiros deste sdo por este meio incorporados por referéncia.

Em outra modalidade, o antigeno no complexo de lipidio cationi-
co compreende um antigeno derivado ou associado a um patdgeno, isto é,
um antigeno microbiano. Como tal, em uma modalidade, as vacinas de pa-
tégeno da presente invengcao também compreendem pelo menos um epitopo
de pelo menos um antigeno microbiano. Patégenos que podem ser visados
pelas vacinas em questao incluem, mas nao sao limitados a, virus, bactérias,
parasitas e fungos. Em outra modalidade, as vacinas de patdégeno da pre-
sente invengao também compreendem uma pluralidade de epitopos de um
ou mais antigenos microbianos.

Os antigenos microbianos que encontram uso nos complexos de
lipidio catidénico e métodos podem ser inerentemente imunogénicos, ou nao-
imunogénicos, ou ligeiramente imunogénicos. Antigenos exemplares inclu-
em, mas néd sao limitados a, antigenos sintéticos, recombinantes, estra-
nhos, ou homélogos, e materiais antigénicos podem incluir, mas nao limita-
dos a, as proteinas, peptideos, polipeptideos, lipoproteinas, lipopeptidios,
lipidios, glicolipidios, carboidratos, RNA, e DNA.

Patégenos virais exemplares incluem, mas ndo sao limitados a,
virus que infectam mamiferos, e mais particularmente seres humanos. E-
xemplos de virus incluem, mas ndo sao limitados a: Retroviridae (por exem-
plo, virus da imunodeficiéncia humana), tal como HIV-1 (também referido
como HTLV-HI, LAV ou HTLV-III/LAV, ou HIV-lII; e outros isolados, tais como
HIV-LP; Picornaviridae (por exemplo virus do pélio, virus da hepatite A; ente-
rovirus, virus da Coxsackie humano, rinovirus, ecovirus); Calciviridae (por
exemplo cepas que causam gastroenterite); Togaviridae (por exemplo virus
da encefalite equina, virus da rubéola); Flaviridae (por exemplo virus da
dengue, virus da encefalite, virus da febre amarela); Coronoviridae (por e-

xemplo coronavirus); Rhabdoviradae (por exemplo virus da estomatite vesi-
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cular, virus da raiva); Coronaviridae (por exemplo coronavirus); Rhabdoviri-
dae (por exemplo virus da estomatite vesicular, virus da raiva); Filoviridae
(por exemplo virus ebola); Paramyxoviridae (por exemplo virus da parainflu-
enza, virus da caxumba, virus do sarampo, virus sincicial respiratério); Or-
thomyxoviridae (por exemplo virus da influenza); Bungaviridae (por exemplo
Virus de Hantaan, virus de bunga, flebovirus e virus de Nairo); Arena viridae
(virus da febre hemorragica); Reoviridae (por exemplo reovirus, orbivirus e
rotavirus); Birnaviridae; Hepadnaviridae (virus da hepatite B); Parvoviridae
(parvovirus); Papovaviridae (virus do papiloma, virus do polioma); Adenoviri-
dae (maioria adenovirus), Herpesviridae virus do herpes simples (HSV) 1 e
2, zostervirus da varicela, citomegalovirus (CMV), virus do herpes; Poxyiri-
dae (virus da variola, virus da vacinia, poxvirus); e Iridoviridae (por exemplo
virus da febre suina africana); e virus nao classificados (por exemplo, os a-
gentes etioldgicos das encefalopatias espongiformes, o agente da hepatite
delta (acreditado ser um satélite defeituoso do virus da hepatite B), os agen-
tes da hepatite ndo-A, ndo-B (classe 1 = internamente transmitida; classe 2 =
parenteralmente transmitida (isto &, Hepatite C); virus de Norwalk e relacio-
nados, e astrovirus). |

Tambeém, bactérias gram-negativas e gram-positivas podem ser
visadas pelas composi¢oes e métodos em questdo em animais vertebrados.
Tais bactérias gram-positivas incluem, mas néo sao limitadas a, as espécies
de Pasteurella, espécies de Staphylococci, e espécies de Streptococcus.
Bactérias gram-negativas incluem, mas n&o sao limitadas a, Escherichia coli,
espécies de Pseudomonas, e espécies de Salmonella. Exemplos especificos
de bactérias infecciosas incluem, mas nao sao limitados a: Helicobacter p-
yloris, Borella burgdorferi, Legionella pneumophilia, Mycobacteria sps (por
exemplo M. tuberculosis, M. avium, M. intracellulare, M. kansaii, M. gordona-
e), Staphylococcus aureus, Neisseria gonorrhoeae, Neisseria meningitidis,
Listeria monocytogenes, Strepfococcus pyogenes (Streptococcus do Grupo
A), Streptococcus agalactiae (Streptococcus do Grupo B), Streptococcus
(grupo viridans), Streptococcus faecalis, Streptococcus bovis, Streptococcus

(anaerobic sps.), Streptococcus pneumoniae, Campylobacter sp. patogénico,
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Enterococcus sp., Haemophilus infuenzae, Bacillus antracis, corynebacteri-
um diphtheriae, corynebacterium sp., Erysipelothrix rhusiopathiae, Clostridi-
um perfringers, Clostridium tetani, Enterobacter aerogenes, Klebsiella pneu-
moniae, Pasturella mulfocida, Bacteroides sp., Fusobacterium nucleatum,
Streptobacillus moniliformis, Treponema pallidium, Treponema pertenue,
Leptospira, Rickettsia, e Actinomyces israelli.

Polipeptideos de patégenos bacterianos que podem encontrar
uso como fontes de antigenos microbianos nas composi¢cées em questéo
incluem, mas nao sao limitados a, uma proteina de membrana externa regu-
lada por ferro, ("TROMP"), uma proteina de membrana externa ("OMP"), e
uma proteina A de Aeromonis salmonicida que causa furunculose, proteina
p57 de Renibacterium salmoninarum que causa doenca renal bacteriana
("BKD"), antigeno associado a superficie principal ("msa"), uma citotoxina
expressa na superficie ("mpr"), uma hemolisina expressa na superficie ("i-
sh"), e um antigeno flagelar de Yersiniosis; uma proteina extracelular
("ECP"), uma proteina de membrana externa regulada por ferro ("TROMP"),
e uma proteina estrutural de Pasfeurellosis; uma OMP e uma proteina flage-
lar de Vibrosis anguillarum e V. ordalii; uma proteina flagelar, Qma proteina
de OMP, aroA, e purA de Edwardsiellosis ictaluri e E. farda; e antigeno de
superficie de Ichthyophthirius, e uma proteina estrutural e reguladora de Cy-
tophaga colummari de; e uma proteina estrutural e reguladora de Rickeltsia.
Tais antigenos podem ser isolados ou preparados recombinantemente ou
por quaisquer outros meios conhecidos na técnica.

Exemplos de patégenos também incluem, mas nao sao limitados
a, fungos que infetam mamiferos, e mais particularmente humanos. Exem-
plos de fungos incluem, mas nao sao limitados a: Cryptococcus neoformans,
Histoplasma capsulatum, Coccidioides immitis, Blastomyces dermatitidis,
Chlamydia trachomatis, e Candida albicans. Exemplos de parasitas infeccio-
sos incluem Plasmodium tais como Plasmodium falciparum, Plasmodium
malariae, Plasmodium ovale, e Plasmodium vivax. Outros organismos infec-
ciosos (isto &, protistas) incluem Toxoplasma gondii. Polipeptideos de um

patégeno parasitario incluem, mas nao sao limitados a, os antigenos de su-
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perficie de Ichthyophthirius.

Outros micro-organismos medicalmente relevantes, que servem
como antigenos em mamiferos e mais particularmente seres humanos, sao
descritos extensivamente na literatura (por exemplo, vide C. G. A Thomas,
Medical Microbiology, Bailliere Tindall, Gra Bretanha 1983). Além do trata-
mento de doengas humanas infecciosas e patégenos humanos, as composi-
coes e métodos da presente invengdo sdo Uteis para tratar infecgdes de
mamiferos ndo-humanos. Muitas vacinas sao reveladas para o tratamento
de mamiferos nao-humanos em Bennett, K. Compendium of Veterinary Pro-
ducts, 3% ed. North American Compendiums, Inc., 1995; vide também WO
02/069369, a revelagcao destes é expressamente incorporada por referéncia
aqui em sua totalidade.

Patogenos nao-humanos exemplares incluem, mas nao sao limi-
tados a, virus tumoral mamario de camundongo ("MMTV"), virus do sarcoma
de Rous ("RSV"), virus da leucemia aviaria ("ALV"), virus da mieloblastose
aviaria ("AMV"), virus da leucemia murina ("MLV"), virus da leucemia felina
("FelLV"), virus do sarcoma murino ("MSV"), virus da leucemia de macaco
gibdo ("GALV"), virus da necrose do bago ("SNV"), virus da reticuloendoteli-
ose ("RV"), virus do sarcoma simio ("SSV"), virus do macaco de Mason-
Pfizer ("MPMV"), retrovirus simio tipo 1 ("SRV-1"), lentivirus tais como HIV-1,
HIV-2, SIV, virus de Visna, virus da imunodeficiéncia felina ("FIY"), e virus
da anemia infeccioso equina ("EIAV"), virus da leucemia de células T tais
como HTLV-1, HTLV-II, virus da leucemia de células T simia ("STLV"), e vi-
rus da leucemia bovina ("BLV"), e virus espumosos tais como virus espumo-
so humano ("HFV"), virus espumoso simio ("SFV") e virus espumoso bovino
("BFV").

Em algumas modalidades, "tratamento", "tratar" e "tratando",
como aqui usados com referéncia aos patégenos infecciosos, referem-se a
um tratamento profilactico que aumenta a resisténcia de um sujeito a infec-
¢do com um patdgeno ou diminui a probabilidade que o sujeito sera infecta-
do com o patoégeno; efou tratamento apds o sujeito ter sido infectado para

combater a infecgéo, por exemplo, reduzir ou eliminar a infeccao ou impedir
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de ficar pior.

Antigenos microbianos podem ser preparados por métodos bem-
conhecidos na técnica. Por exemplo, estes antigenos podem ser preparados
diretamente de células virais e bacterianas preparando extratos brutos, par-
cialmente purificando os antigenos, ou alternativamente através de tecnolo-
gia recombinante ou através de sintese de de novo de antigenos conheci-
dos. O antigeno pode também estar na forma de um &cido nucleico que co-
difica um peptideo antigénico em uma forma adequada para expressdo em
um sujeito e apresentacao ao sistema imune do sujeito imunizado. Também,
o antigeno pode ser um antigeno completo, ou pode ser um fragmento de
um antigeno completo compreendendo pelo menos um epitopo.

Para melhorar a incorporacao do antigeno nas vesiculas de lipi-
dios catibnicos quirais e também melhorar a liberacao as células do sistema
imune, o antigeno pode ser conjugado com uma cadeia de lipidio para me-
lhorar sua solubilidade nas cadeias de acila hidrofébica do lipidio catidnico,
enquanto mantendo as propriedades antigénicas da molécula. O antigeno
lipidado pode ser uma lipoproteina, ou um lipopeptidio, e combinac¢des dos
mesmos. O antigeno lipidado pode ter um ligador conjugado entre o lipidio e
o antigeno tal como, por exemplo, uma lisina de a ou g-palmitoila N-terminal
pode ser conectada ao antigeno por meio de um ligador de Ser-Ser de di-
peptideo. Pedido de Patente U. S. Nimero 12/049.957 descreve que o com-
plexo de DOTAP/E7-lipopeptidio exibiu umas respostas de linfocito T CD8+
antigeno-especifica funcional intensificada in vivo comparada a formulagao
de DOTAP/E7, e portanto forneceu eficacia antitumor superior.

A presente invengao sera também apreciada levando em conta o
exemplo seguinte.

EXEMPLO
ESTIMULACAO EFETIVA DO SISTEMA IMUNE POR ENANTIOMEROS DE
LIPIDIOS CATIONICOS
1. LINHAGENS CELULARES E PEPTIDEOS
Células TC-1 sao células endoteliais pulmonares de camundon-

go C57BL/6 que foram transformadas com os oncogenes HPV16 E6 e E7 e
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ativaram H-ras. Células foram crescidas em meio RPMI (comercialmente
disponivel de Invitrogen de Carlsbad, CA) suplementado com 10% de soro
bovino fetal e 100 U/ml de penicilina, e 100 mg/ml de estreptomicina. O pep-
tideo restrito da classe | de MHC da proteina de 16 E7 de HPV (aminoéacido
11 a 20, YMLDLQPETT [SEQ. ID. NO. 1}) foi sintetizado pela University of
Pittsburgh Peptide Synthesis Facility por sintese de estado sélido usando um
sintetizador de peptideo de Advanced ChemTech modelo 200 e purificado
por HPLC.
2. PREPARACAO DE COMPLEXOS DE LIPIDIO/ANTIGENO E DETERMI-
NACAO DAS PROPRIEDADES FISICAS

Os enantidmeros de DOTAP foram providos por Merck AG (E-
PROVA), Suiga. Todos os outros lipidios foram comprados de Avanti Polar
Lipids (Alabaster, AL). Lipossomas de DOTAP unilamelares pequenos foram
preparados por hidratagéo de filme fino seguido por extrusdo. O lipidio, em
cloroférmio, foi secado como uma camada fina sob um fluxo de nitrogénio
em um tubo de vidro. O filme fino foi dessecado a vacuo por 2-3 h e depois
reidratado em agua do tipo de cultura celular (comercialmente disponivel de
Cambrex de Walkersville, MD) ou tampédo (tais tampdes sido bem-
conhecidos aqueles versados na técnica) contendo peptideo E7 a uma con-
centracao final de 0,7 mg de lipidios e 0,1 mg de E7 por ml (razdo molar =
11:1). A dispersédo de lipidio foi extrudada sequencialmente através de
membranas policarbonato com tamanho de poro de 0,4, 0,2, e 0,1 ym. O
peptideo nao capturado néo foi removido. Os lipossomas foram armazena-
dos a 4 °C até o uso. Associacdo do peptideo E7 com o lipossoma foi de-
terminada medindo a porcentagem de peptideo ligado ao lipossoma. Em
resumo, o peptideo E7 n&do-ligado dos complexos de R-DOTAP/E7, S-
DOTAP/E7 ou RS-DOTAP/E7 foi separado por um dispositivo de filtrado
centrifugo Microcon® (Millipore, Bedford, MA) e a concentracdo de peptideo
néo-ligado foi medida pelo kit de Ensaio de Proteina Micro BCA™ (Pierce,
Rockford, IL). A eficiéncia da associacdo do peptideo foi determinada como
porcentagem de peptideo n&o-ligado. Outros métodos usados na preparacao

de lipossoma geral que sdo bem-conhecidos aqueles versados na técnica
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podem também ser usados.
3. ANALISE ESTATISTICA

Dados sao apresentados como + SD médio de pelo menos 3 ex-
perimentos independentes. Testes t de Student de bicaudal foram usados
para avaliar a significagao estatistica pelas diferengas nas médias. Significa-
¢ao foi fixada em p < 0,05.
4. ENANTIOMEROS R E S INDIVIDUAIS DOS COMPLEXOS DE LIPIDIO
CATIONICO/E7 ATIVAM CELULAS DENDRITICAS HUMANAS SIMILAR-
MENTE A MISTURA RACEMICA DE DOATP.

Lipossomas catiénicos foram preparados como descrito acima.
O antigeno E7 usado na formulagdo € o peptideo E7 humano identificado
restringido por HLA-A*0201 [HPV-16 E7, aminoéacidos 11-20, YMLDLQPETT
(SEQ. ID. NO. 1)]. O peptideo foi sintetizado pela University of Pittsburgh,
Molecular Medicine Institute, Pittsburgh, PA. Células dendriticas humanas de
HLA-A2 humano foram obtidas de Lonza (de Walkersville, MD). Criofrascos
congelados foram descongelados e as células dendriticas foram cultivadas

em meio LGM-3 (comercialmente disponivel de Lonza de Walkersville, MD)

| suplementado com 50 microgramas/ml de IL-4 e GM-CSF a 37°C e 5% de

CO, a uma densidade de colocacdo em placa inicial de 125.000 células/cm?
em 2 ml de meio em pratos de cultura de tecido de 12 pogos. As células fo-
ram crescidas durante 3 dias em cultura e pareceram como uma mistura de
células aderentes e arredondadas através de exame microscopico.

As células foram tratadas no dia 3 com uma dose fresca de 50
microgramas/ml de IL-4 e GM-CSF (todos os pogos) e pocos de teste foram
tratados com uma mistura de interleucina 1-beta ("IL-B"), interleucina 6 ("IL-
6") e TNF-a a 10 ng/ml, e prostaglandina E2 ("PGE-2") a 10 ug/ml (controle
positivo para ativagao), nenhum tratamento (controle de ativagdo negativo),
e S-DOTAP/E7 em concentragdes finais de 2,5, 10 e 40 micromolares, e R-
DOTAP/E7 em concentracdes finais de 2,5, 10 e 40 micromolares. As célu-
las dendriticas tratadas foram mantidas na cultura por 24 horas e colhidas
para tingimento de marcador de superficie celular e analise de citometria de

fluxo. As células colhidas foram contadas por hemacitémetro e 10 pl dos
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conjugados de anticorpo seguintes foram acrescentados sequencialmente a
cada amostra para marcagao dos marcadores de superficie: CD80-FITC,
CD83-APC, e CD86-PE (BD Biosciences). As células marcadas na superfi-
cie foram subsequentemente analisadas através de citometria de fluxo u-
sando um citdmetro de fluxo BD FACxcaliber, e as moléculas de marcadores
coestimuladores de células dendriticas CD80, CD83, e CD86 que sao pro-
duzidas sob ativagdo, foram monitoradas. Como visto nas figuras 2, 3 e 4,
células dendriticas humanas primarias tratadas com ambos os enantibmeros
do complexo de lipidio catidnico/E7 suprarregulam a expressao de todos os
trés marcadores coestimuladores de ativagédo de células dendriticas avaliada
e requerida para apresentacao de antigeno com sucesso as células T, simi-
larmente ao que foi observado com a mistura racémica (RS-DOTAP) do lipi-
dio catidnico e relatado no Pedido de Patente U. S. Nimero 12/049.957, a-
tribuido ao cessionario do presente pedido.
5. COMPLEXOS DE LIPIDIO CATIONICO / E7 QUE CONSISTEM EM E-
NANTIOMEROS R E S INDIVIDUAIS EXIBEM POTENCIAS DIFERENTES
NA ATIVACAO DE CELULAS DENDRITICAS HUMANAS PARA INDUZIR
QUIMIOCINA E PRODU(}AO DE CITOCINA

Células dendriticas DE HLA-A2 humano (Lonza, Walkersville,
MD), foram tratadas e crescidas em cultura como descrito acima. No dia 3,
as células foram tratadas com 40 micromolares de complexo de DOTAP/E7
ou o lipopolissacarideo imunoestimulador potente (LP) em concentragées de
50 micromolares (controle positivo). Meio dos pocos de ensaio foi removido
e centrifugado a 1300 rpm em uma microcentrifuga durante 5 minutos para
empelotar as células dendriticas soltas. Os sobrenadantes foram removidos
e tratados com 10 microlitros por ml de conjunto de coquetel de inibidor de
protease | de Calbiochem (La Jolla, CA) (Cat. No. 539131) e armazenados
gelados antes da analise. As amostras foram analisadas para expressao de
quimiocina e citocina através de ensaio de ELISA Searchlight Protein Array
Multiplex [Pierce Biotechnology (Woburn, MA)].

Producao das quimiocinas selecionadas conhecidas ser essen-

ciais na resposta imune celular, CCL3, CCL4, CCL5, e CCLI9, foi avaliada, e
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a produgéo de IL-2, IL-8 e IL-12 foi avaliada (figuras 5-11, que ilustram a ha-
bilidade de R-DOTAP/E7 e S-DOTAP/E7 para induzir producao de CCL3,
CCL4, CCL5, CCL-19, IL-2, IL-8 e IL-12). As figuras ilustram que o complexo
de DOTAP/E7 contendo os enantidbmeros individuais de DOTAP induz pro-
dugdo de citocina e quimiocina através das células dendriticas humanas.
Ambos os enantidmeros ativam o sistema imune, porém em extensoées dife-
rentes com o enantidmero R exibindo poténcia mais alta.

6. CINETICA DE CRESCIMENTO DE TUMORES HPV-POSITIVOS DE TC-
1 EM CAMUNDONGOS TRATADOS COM COMPOSICOES DE DOTAP/E7
EM DOSES VARIADAS DE MISTURAS RACEMICAS DE DOTAP.

Na figura 12, os camundongos foram subcutaneamente injeta-
dos com células TC-1 no dia 0 para induzir o crescimento de tumores HPV-
positivos. As composi¢cdes de DOTAP/E7 eram compreendidas de misturas
racémicas de DOTAP. Os camundongos receberam as composigbes de
DOTAP/E7 contendo 10 Kg de peptideo E7 subcutaneamente no lado opos-
to do abdémen no dia 6. Concentragdo de lipidio de DOTAP no complexo
variou de 3 a 600 mols (3, 15, 30, 75, 150, 300, e 600 mols). Dose baixa de
DOTAP (15 nmols) mostrou efeito de inibigdo parcial do tumor (P < 0,05)
comparado ao controle sem tratar no dia 23, enquanto DOTAP em 30, 150
ou 300 nmols exibiu uma eficacia intensificada (P < 0,01). DOTAP em 75
nmols mostrou o efeito de regressdo do tumor mais significativo (P < 0,001).
Novamente, camundongos dados com uma dose alta de DOTAP (600
nmols) ndo mostraram atividade antitumor, confirmando que os lipossomas
de DOTAP em uma dose alta poderiam ter induzido uma regulacdo negativa
a resposta imune. Além disso, os lipossomas de DOTAP na dose de 100
nmols, mas sem peptideo E7, ndo mostraram inibicdo significativa de cres-
cimento do tumor, indicando que o efeito antitumoral foi especifico ao anti-
geno. Também, os lipossomas de 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfoglicerol
(DOPG), um lipidio anidnico, administrados na dose de 150 nmols com anti-
geno nao significativamente inibiram o crescimento do tumor.

7. CINETICA DE CRESCIMENTO DE TUMORES HPV-POSITIVOS DE TC-
1 EM CAMUNDONGOS TRATADOS COM COMPOSICOES DE R-
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DOTAP/E7 E S-DOTAP EM DOSES VARIADAS DE R E S DOTAP.

Nas figuras 13 e 14, os camundongos foram subcutaneamente
injetados com células TC-1 no dia 0 para induzir o crescimento de tumores
HPV-positivos. Os camundongos receberam composi¢cdes de R e S-
DOTAP/E7 contendo 20 ug de peptideo E7 subcutaneamente no lado opos-
to do abdémen no dia 6. Concentragdes de lipidio de R ou S-DOTAP no
complexo variaram de 3 a 600 nmols (3, 15, 30, 75, 100, 125, 150, 300, e
600 nmols). Ao contrario da mistura racémica de DOTAP (figura 12), os
complexos de S-DOTAP nao apresentaram a habilidade para inibir cresci-
mento do tumor e nenhuma regressao do tumor foi observada (figura 13).
Um efeito da resposta de dose foi observado porém, e doses de S-DOTAP
de 600 nmols induziram o crescimento de tumor mais lento (P < 0,05) com-
parado ao controle sem tratar no dia 23. Referindo a figura 14, o efeito anti-
tumor dos complexos contendo R-DOTAP e antigeno & similar ao efeito ob-
servado na mistura racémica (figura 12). Doses de 75-150 nmols de R-
DOTAP mostraram efeito de inibicao de tumor parcial (P < 0,001) compara-
do ao controle sem tratar no dia 23, enquanto R-DOTAP a 300 nmols exibiu
a eficacia de regressdo de tumor mais significativa (P < 0,0001). Novamehte,
camundongos dados com uma dose alta de R-DOTAP (600 nmols) nao mos-
traram atividades antitumor significativas, confirmando que os lipossomas de
R-DOTAP em uma dose alta poderiam ter induzido uma regulagcéo negativa
a resposta imune. Peptideo E7 sozinho, ndo mostra qualquer inibicao de
crescimento de tumor (ndo mostrado). A figura 15 mostra as curvas de dose-
resposta dos lipidios para a eficacia de regressao de tumor dos varios com-
plexos de lipidio catidbnico/antigeno E7 DOTAP, S-DOTAP, e R-DOTAP em
20 ug do antigeno e DOTAP a 10 pg do antigeno.

8. INDUCAO DA PROLIFERACAO DE CELULAS T POR COMPOSICOES
DE S-DOTAP E R-DOTAP

Foi previamente demonstrado que no Pedido provisorio US Nu-
mero 60/983.799, atribuido ao cessionario do presente pedido, que DO-
TAP/E7 interage diretamente com os linfécitos T humanos, conduzindo a

expansao clonal e ativagdo das células T. Aqueles estudos examinaram a
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habilidade de misturas racémicas de DOTAP para estimular a expansao clo-
nal das células T. Naqueles estudos, linfécitos humanos enriquecidos obti-
dos de um doador saudavel de HLA-A2+ foram estimulados diretamente a-
través do meio, DOTAP sozinho, peptideo sozinho ou DOTAP/hE7. A esti-
mulacéo foi repetida trés vezes com um intervalo de 7 dias. Trés dias apds a
terceira estimulacgao, os linfécitos tratados com DOTAP ou DOTAP/E7 mos-
traram expansao extensiva das colonias de células T na cultura em contraste
com nenhuma expanséao clonal no controle de meio. As células T expandi-
das também demonstraram atividade de CTL significativa.

Naqueles estudos, a ativacdo de células T mediada por DOTAP
foi também confirmada por fosforilacdo de ERK nas células T. Expressao
induzida por DOTAP da molécula coestimuladora, CD86 em linfocitos T hu-
manos, foi também observada. Aqueles resultados sugeriram que DOTAP
tem um impacto direto na ativagao de células T por meio de uma proliferagao
de célula mediada por MAP cinase.

Nos estudos presentes, a indugcédo da proliferacdo de células T
humanas foi investigada pelos enantidmeros R e S de DOTAP e foi confir-
mada usando células T purificadas obtidas de Lonza, MA. R-DOTAP induziu
mais proliferacao de célula T que S-DOTAP e foi similar em atividade a mis-
tura racémica de DOTAP.

DEBATE

Como descrito na patente U. S. Numero 7.303.881, uma classe
vasta de lipidios catidnicos pode atuar como imunoestimuladores potentes
junto com um antigeno para gerar respostas imunes antigeno-especificas no
tratamento de doenga. Por exemplo, patente U. S. Namero 7.303.881 des-
creve que lipossomas compreendidos de lipidios catibnicos ativam células
dendriticas como demonstrado pela estimulagdo por lipidios catiénicos da
expressao das moléculas coestimuladoras CD80/CD86 em células dendriti-
cas DC2.4 (figuras 14A e 14B). Como mostrado na figura 14A da patente U.
S. Namero 7.303.881, a habilidade para estimular a expressdao de
CD80/CD86 em células DC2.4 através de lipossomas catidnicos diferentes

varia grandemente. Lipofectamina.RTM., uma formulacao 3:1 (p/p) de lipos-
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soma do lipidio policatibnico trifluoroacetato de 2,3-dioleildxi-N-
[2(esperminacarboxamido)etil]-N,N-dimetil-1-propanaminio (DOSPA) e o li-
pidio neutro dioleoil fosfatidiletanolamina (DOPE), e lipossomas preparados
de aspartato de O,O’-dimiristil-N-lisila (DMKE) e O,O’-dimiristil-N-lisil-
glutamato (DMKD), fortemente estimulou a expressdo de CD80/CD86 atra-
vés de células CD2.4.

Como também descrito na patente U. S. Ndmero 7.303.881, a
habilidade de lipidios catiénicos diferentes para estimular a expressao de
CD80 nas células DC2.4 varia. Tanto cabecga hidréfila quanto cauda lipofilica
dos lipidios tem efeito significativo nesta habilidade. Por exemplo, os lipidios
de DXEPC com os grupos de cabeca etil fosfocolina (EPC) parecem, em
geral, ser mais potentes que os lipidios DXTAP com o grupo de cabeca tri-
metilamdnio propano (TAP). Dentro dos lipidios que carregam uma estrutura
de grupo de cabeca particular, os lipidios com cadeias acila mais curtas (1,2-
dilauroil-sn-glicero-3-etilfosfocolina (DLEPC-12:0), 1,2-dimiristoil-sn-glicero-
3-etilfosfocolina (DMEPC-14:0)) ou insaturadas (1,2-dioleoil-sn-glicero-3-
etilfosfocolina (DOEPC-18:1)) parecem ser mais potentes que aqueles com
cadeias de acila mais longas (1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-etilfosfocolina
(DPEPC-16:0)) ou saturadas (1,2-diestearoil-sn-glicero-3-etilfosfocolina
(DSEPC-16:0)). Estes dados porém, demonstraram que lipidios catiénicos
miltiplos foram capazes de estimular a ativagdo de células dendriticas. Es-
tudos relatados no Pedido de Patente U. S. Numero 12/049.957 destacam o
mecanismo pelo qual os lipidios catidnicos atuam como imunoestimuladores.

Dados dos estudos acima mencionados conduziram a observa-
cao que os lipidios catiénicos nao s6 sao veiculos de visamento e liberagao
eficientes para antigenos as APC do sistema imune, mas também funcionam
como adjuvantes potentes sob faixas de composicdo de dose baixas para
influenciar a funcdo do sistema imune diretamente através da ativagao das
vias de sinalizacao dependentes da MAP cinase com producgéo resultante
das moléculas reguladoras do sistema imune incluindo citocinas e quimioci-
nas. Um efeito de dose-resposta claro do lipidio catiénico nas capacidades

imunoestimulantes das formulagdes foi demonstrado. Foi demonstrado que
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ao receber o complexo de lipidio/antigeno, as particulas foram principalmen-
te absorvidas pelas células dendriticas, as células de apresentacdo de anti-
geno profissionais principais. A iniciagdo de ativacdo das células dendriticas
e migracao para o linfonodo de drenagem facilitam as respostas imunes con-
tra tumores de TC-1 antigeno-especificos como demonstrado. Linfécitos T
CD8+ funcionais foram gerados em camundongos ao receber uma injecao
de DOTAP/E7 e os tamanhos do tumor diminuiram e exibiram apoptose in-
tensificada, devido ao nimero crescente de células T infiltrantes no micro-
ambiente do tumor. A curva de dose-resposta do lipidio catiénico campani-
forme resultante (atividade diminui acima e abaixo da 6tima dose) demons-
trou atividade em doses muito baixas, indicando que a atividade dos lipidios
catidnicos como adjuvantes ou imunoestimuladores é tdo potente que o ECsg
é tdo baixo quanto cerca de 15 nmols por injegdo. Doses altas de lipidios
catibnicos eliminam a atividade imunoestimulante. Foi também demonstrado
que quando um antigeno tal como, por exemplo, ovalbumina, for incorporado
nos lipossomas catiénicos e administrado em uma injecao subcutanea sim-
ples, anticorpos efetivos contra o antigeno sao produzidos. Lipossomas cati-
Onicos podem também induzir expressdo das moléculas coestimuladoras
CDB80 e CD83 e ativar células dendriticas humanas. Esta claro que em com-
posicdes de dose 6tima, os lipidios catidnicos e complexos de lipidio cati6ni-
co/antigeno além da liberagao efetiva as células dendriticas sdo ativadores
potentes do sistema imune e fornecem imunoterapias simples, seguras, e
muito eficientes Uteis em impedir e tratar doencas.

Com base em uma compreensdo do mecanismo de imunoesti-
mulac&o, outros estudos foram executados para avaliar o efeito da quiralida-
de em lipidios catibnicos e a capacidade imunoestimulante dos lipidios cati-
onicos. Para este efeito, enantibmeros R e S sintetizados puros de DOTAP
foram utilizados e comparados com a mistura racémica comumente utilizada.
Enantidmeros R e S de DOTAP foram demonstrados possuir habilidade simi-
lar ao DOTAP racémico com relagdo a ativacdo e maturagao das células
dendriticas. Todos os trés lipidios induziram células dendriticas para expres-

sar as moléculas coestimuladoras CD 80, CD 83 e CD 86.
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Uma caracteristica importante de um imunoestimulador capaz de
induzir respostas imunes celulares para doenga é sua habilidade para induzir
a producao de quimiocinas e citocinas criticas. Como relatado no Exemplo,
diferencas significativas foram observadas entre os enantiomeros R e S de
DOTAP em sua habilidade para induzir produgdo de quimiocina e citocina.
R-DOTAP foi observado ser um ativador imune mais potente que S-DOTAP.
Em todos os casos, a poténcia de R-DOTAP foi equivalente ou mais alta que
a da mistura racémica de DOATP.

Para determinar se a poténcia in vifro na indugéo de citocina tra-
duziria a eficacia terapéutica in vivo, trés formulagées, R-DOTAP/E7, S-
DOTAP/E7 e DOTAP/E7 (mistura racémica) foram avaliadas para sua habili-
dade para erradicar tumores positivos em HPV-E7 em camundongos portan-
do tumor. Cada formulagao foi avaliada em muiltiplas doses de lipidio. Como
demonstrado nas figuras 12-15, ambas as formula¢des contendo R-DOTAP
e DOTAP apresentaram uma resposta de lipidio campaniforme-dose com
atividade especifica de E7 forte levando a regressao do tumor dentro de fai-
xas especificas de dose 6tima. Formulagées contendo S-DOTAP néao induzi-
ram regresséo do tumor sob qualquer condi¢ao observada, embora as for-
mulagdes de lipidio alto reduziram o crescimento do tumor.

E portanto evidente que o enantiomero R de DOTAP é respon-
savel pela maior parte do efeito adjuvante observado de DOTAP. Porém,
ambos os enantibmeros s&o ativadores potentes de células dendriticas que
conduzem a maturacao.

Os estudos relatados acima identificam composicdes especificas
e aplicacdes de lipidios catibénicos exclusivas que consistem em lipidio quiral
ou misturas de lipidios quirais, que podem ser exploradas para desenvolver
imunoterapias simples, de custo eficaz, e muito necessarias para varias do-
encas debilitantes.

Como varias alteragbes poderiam ser feitas nos aspectos acima
descritos e nas modalidades exemplares sem abandono do escopo da in-
vengao, € intencionado que todo o assunto contido na descricdo acima seja

interpretado como ilustrativo e ndo em um sentido limitativo. Para esse fim,
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embora os exemplos primariamente debatam enantidmeros do lipidio cati6-
nico DOTAP, aqueles versados na técnica reconhecerao que estes lipidios
cationicos sdo meramente exemplares e que os métodos e mecanismos sao

aplicaveis a outros lipidios catiénicos.



REIVINDICAGOES

1. Uso de um lipidio catiénico quiral consistindo de R-DOTAP, ca-
racterizado pelo fato de que é para a preparacdo de uma composicao farma-
céutica para melhorar um efeito imunoestimulador induzido por DOTAP em

5 um sistema imunolégico de um mamifero.

2. Uso de acordo com a reivindicagao 1, caracterizada pelo fato
de que o efeito imunoestimulador inclui a produgcéo de moléculas reguladoras
do sistema imunoldgico.

3. Uso de acordo com a reivindicagao 2, caracterizado pelo fato

10 de que as moléculas reguladoras do sistema imunoldgico incluem pelo menos
uma citocina ou quimiocina.

4. Uso de acordo com a reivindicagao 3, caracterizado pelo fato
de que pelo a menos uma citocina ou quimiocina é selecionada de CCL-3,
CCL-4, CCL-5, CCL-19, IL-2, IL-8, IL-12, ou combinacbes das mesmas.

Peticao 870190002378, de 09/01/2019, pag. 10/28
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