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RESUMO

“Tratamento de cancro cervical”

Vectores para imunizac¢do de ADN contra cancro cervical que
incluem uma molécula de &cido nucleico que codifica pelo menos
um epitopo de células T ndo téxico dos antigénios E6 e/ou E7
de uma estirpe de virus do papiloma humanc (HPV) associado a
cancro cervical, tal como HPV-16, e um promotor acoplado
operativamente a molécula de Aacido nucleico para expressdo da
molécula de acido nucleico num hospedeiro ao qual o vector é
administrado.
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DESCRICAO
“Tratamento de cancro cervical”

CAMPO DO INVENTO

O invento refere-se a vectores e composig¢@es imunogénicas
tal como definido nas reivindicacdes. Estes vectores e
composigbes imunogénicas sao Uteis na imunoterapia do cancro,
especificamente cancro cervical.

ANTECEDENTES DO INVENTO

O cancro cervical é a segunda causa de morte mais comum de
mortes relacionadas com cancro em mulheres em todo o mundc.
Existem dados tanto epidemioldgicos como experimentais gque
relacionam a etioclogia de cancro cervical com a infecgdo com
virus de papiloma humano (HPV) tipos 16 e 18. O virus de HPV &
prevalecente em 35 a 40% das mulheres jovens. Embora o
tratamento num estdgio preccce da doenga seja relativamente
bem sucedido, verifica-se doenga recorrente em 15% das
doentes. 0s resultados em doentes com doenga recorrente sao
relativamente fracos. Assim, € necessaria uma nova abordagem
terapéutica (referencias 1, 2, 3 - véarias referencias sao
referidas entre paréntesis para descrever mais completamente o
estado da arte a que se refere este invento. Encontra-se a
informacdo bibliografica completa para cada citacdo no final
da especificagdo, imediatamente antes das reivindicagdes. A
revelacdo destas referéncias ¢ aqui incorporada por referéncia
na presente revelacao).

2 forte associagao entre infecgao por HPV e cancro
cervical sugere que uma estratégia exeguivel pode ser uma
abordagem imunoterapéutica especifica de antigénio viral no
tratamento de cancro cervical. O objectivo da imunoterapia
especifica é estimular a resposta imunitdria de um doente gue
apresente um tumcr para atacar e erradicar lesbes tumorais.
Esta estratégia tornou-se exequivel pela identificacdo de
antigénios associados a tumor (TAA). A forte associagdo entre
infecgdo por HPV-16 e cancrc cervical tornou esta doenga um
bom candidato para intervencdo imunoterapéutica (ref. 4).
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Em cancros cervicais positivos para ADN de HPV, as
proteinas oncogénicas E6 e E7 sao expressas. A evidéncia
experimental sugere que estas duas proteinas sdo responsaveis
pela progressao carcinogénica de cancros cervicais dado que a
sua expressdo leva a um estado transformado e imortalizado em
culturas celulares epiteliais humanas (ref. 5). Assim, estas
duas proteinas sao candidatos potenciais para imunoterapia
especifica de antigénio em cancros cervicais induzidos por HPV
e saoc aqui avaliadas.

Embora permanegam muitas questdes relativas a natureza da
imunidade a infecgdo por HPV natural e, portanto a cancro
cervical, é evidente que existe uma componente imunitdria dado
que os individuos imunocomprometidos tém maior risco de
desenvolver uma malignidade cervical (ref. 6). Além disso,
esta imunidade é mais provavelmente mediada pelo ramo celular
da resposta dimunitaria. Verificam-se infiltrados celulares
extensos por exame de regress@es espontdneas de tumores
cervicais (ref. 7). Assim, parece ser necessdria uma resposta
celular especifica de antigénio para tratar doentes de cancro
cervical.

Embora a natureza do resultado de uma estratégia
imunoterapéutica tenha sido identificada, a capacidade de
induzir este tipo de resposta utilizando tecnologia de vacina
actual ¢ limitada. © desenvolvimento de vacina profildtica
para HPV tem-se focado em ©preparagdes de subunidades
recombinantes consistindo de proteinas estruturais de wvirido
L1 e L2. Em células eucaridticas, L1 (principal proteina de
capside) auto-organiza-se em particulas do tipo wvirus de
papiloma (VLP) (ref. 17). Embora L1 apenas seja suficiente
para montagem de VLP, a co-expressao de L2 (proteina de
cdpside secunddria) proporciona maior producdo de cépside
(ref. 18). Contrariamente, 0 desenvolvimento de vacina
terapéutica tem sido tipicamente dirigido para a expressao de
proteina E6 e/ou E7 de tipo selvagem. Os vectores de expressao
utilizados incluem virus vaccinia (por exemplo, tal como
descrito em patente US N.° 5 744 133, (ref. 19, 20), alfavirus
(por exemplo patente US N.° 5 843 723) ou outros poxvirus (por
exemplo, patente US N.° 5 676 950). Assim, determinou-se que
um vector de ADN que codifica antigénios de HPV implicado em
progressao carcinogénica de doenca ¢ o método d6ptimo pelo gual
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se pode consegulr uma estratégia imunoterapéutica bem
sucedida.

No entanto, tal como previamente verificado, os antigénios
de HPV E6 e E7 sao supostamente oncogénicos e assim a
imunizagao com uma construg¢do de ADN que codifica qualquer ou
ambas as proteinas pode resultar na indugdo de malignidade
adicional (ref. 5, 10, 11). Assim, de modo a minimizar os
riscos de toxicidade, codificou-se aqui uma molécula de E7
geneticamente desintoxicada numa constru¢do de ADN. Esta
molécula desintoxicada é modificada por delecdo da regido de
ligagao de retinoblastoma (Rb) (ref. 8, 9). Outro método de
conseguir imunidade especifica de antigénio sem o0s riscos
concomitantes de transformacdo oncogénica é a utilizacdo de
uma estratégia de epitopo em gue se administram apenas partes
chave da molécula para induzir uma resposta imunitaria
especifica (ref. 12 a 16). Esta abordagem ¢é aquil descrita
(apenas com objectivos ilustrativos; ou seja ndo é€ do invento
tal como apresentado nas reivindicacdes) na concepgdo da
construgdo de poliepitopos de ADN em que se ligam
conjuntamente varios epitopos de células T derivados tanto de
E6 como de E7. Fez-se aqui uma comparacdo destas duas
abordagens num mecdelo murino de cancro cervical associlade a
HPV.

SUMARTIO DO INVENTO

De acordo com o 1invento, proporciona-se um vector
incluindo uma molécula de &cide nucleico que codifica um
antigénioc E7 de HPV-16 isento dos aminodcidos 21 a 26, em que
a referida molécula de Adcido nucleico esta ligada
operativamente a um promotor de citomegalovirus. Numa
concretizacdo, a molécula de dcido nucleico estd contida no
interior do plasmideo CMV-3 tal como apresentado na figura 2.
Numa concretizacgdo adicional, o vector é pCMV-dE7 tal como
apresentado na figura 1. 0Os vectores do inventc podem ser
utilizadocs para administracédo a um hospedeiro para
proporcionar uma resposta imunitdria no hospedeiro, por
exemplo, para imunoterapia de tumor causado por HPV, em
particular cancro cervical.
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O antigénio seleccionadc para os vectores do presente
invento é o antigénio E7, que se tinha previamente demonstrado
ter uma capacidade protectora no sistema de vector vaccinia.

Existem preocupacdes sobre a toxicidade potencial com a
utilizacdo de uma forma nativa de E7 numa vacina, devido a sua
capacidade de se ligar a proteina Rb e assim promover um
estado oncogénico. Construiu-se aqui uma nova versao
desintoxicada de E7 por delecac do local de ligacao de Rb e
incorporou-se em pCMV3 (figura 2) para propercionar o vector
pCMV-dE7 (figura 1) para imunizag¢do.

A  sequéncia de codificacdo de E7 desintoxicada foi
preparada a partir da sequéncia de codificagdo ndoc modificada
por substituic¢do de aproximadamente 210 pb com ADN formado de
oligonucledtidos hibridados. A sequéncia substituta omitiu uma
por¢do de 18 nucledtidos gque codificam a regido de E7
envolvida na formacdo de complexo com proteinas da familia de
retinoblastoma celular (Rb), nomeadamente os aminodcidos 21 a
26 da proteina E7 nativa.

A  imunizagdo com a construg¢do pCMV-dE7 resultou numa
proteccac significativa relativamente ao desenvolvimento de
tumor apds enxerto de células de tumor C3 vivas que expressam
a molécula E7 de tipo selvagem, mostrando que a construgdo de
ADN E7 pode ser utilizada com sucesso para estimular imunidade
protectora, sem quaisquer riscos de imunidade associados.

Para avaliar a abordagem de células T (que é aqui descrita
com objectivos meramente ilustrativos, tal como referido
supra), preparou-se um mini-gene sintético contendo sequéncias
de nucledtidos que codificam epitopos de células T de ambas as
proteinas E6 e E7 de HPV-16 (figura b5A). Utilizou-se uma
construgdo de ADN  (pCMV3-HPVT#1) contendo o mini-gene
(figura 6) para imunizar ratinhos. Os ratinhos imunizados com
a construcdo de ADN da figura 6 foram 100% protegidos de
desenvolvimento de tumor.

Os resultados destes estudos 1indicam que pode ser
utilizada com sucesso imuniza¢do com ADN para proteger contra
provocagdo com tumor C3 vivo e assim pode ser eficaz no
tratamento clinico de cancro cervical.
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Os vectores do presente invento incorporam um promotor de
citomegalovirus. A molécula de 4cido nucleico pode estar
contida no interiocr do plasmideo CMV-3 que contém © promotor
precoce imediato de citomegalovirus incluindo sequéncias de
facilitador e de 1intrdo, Jjuntamente com a cauda poli-A de
hormona de crescimento bovino e um gene de resisténcia a
canamicina. Os elementos de pCMV-3 apresentam-se na figura 2.

A molécula de 4&cido nucleico codifica um antigénic E7
desintoxicado de HPV-16 para evitar replicacdo de oncogene no
hospedeiro. A desintoxicagcdo ¢é efectuada por remogao da
sequéncia de A4cido nucleico nativa, 4dcido nucleico que
codifica os aminocdcidos 21 a 26 de HPV-16. O vector contendo
tal molécula de Acido nucleico pode ter as caracteristicas de
identificagao de pCMV3-dE7, incluindo o mapa de restrigaoc e
elementos de construgdo, tal como apresentado na figqura 1.

O presente invento, noutro aspecto, proporciona uma
composicao 1munogénica para administragcac in vivo a um
hospedeiro incluindo um wvector tal como descritc supra, que
pode incluir um transportador farmaceuticamente aceitdvel para
tal. O presente invento, num aspecto adicional, proporcicna um
vector tal como descrito supra para utilizagao como um
medicamento.

Ainda noutro aspecto do invento, proporciona-se a
utilizacao de um vector tal como descrito supra para o fabrico
de um medicamento para o tratamento de cancro cervical.

Os vectores do presente invento podem ser utilizados para
imunizar um hospedeiro contra cancro cervical causado por
virus de papiloma humano (HPV)., Os referidos vectores podem
ser administrados ao hospedeiro numa quantidade eficaz na
forma de uma composigdo imunogénica do invento.

DESCRICAC SUCINTA DOS DESENHOS

A figura 1A é um mapa de um plasmideo pCMV-dE7 incluindo
plasmideo pCMV-3 com E7 desintoxicado de HPV-16 nele inserido;

A figura 1B apresenta a sequéncia de nucledtidos (SEQ ID
NO:1) de dE7 de HPV-16 amplificado por PCR (pSE859.2). Os
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iniciadores de PCR 5' e 3' (SEQ ID NO: 2, 3) indicam-se nesta
figura em caixas;

A figura 2 é um mapa do vector de plasmideo pCMV3 contendo
0 promotor precoce imediato de CMV incluindo sequéncias de
facilitador e de 1intrdao, poliA de hormona de crescimento
bovino (BGH PA) e resisténcia a canamicina (KN(R));

A figura 3 apresenta a montagem do vector de plasmideo
pCMV3 de pCMVZK;

A figura 4 € o mapa do vector de plasmideo pEN-1;

A figura 5A apresenta a sequéncia de nucledtidos (SEQ ID
NO:4, completa; SEQ ID NO:5, sequéncia de codificacao) e
sequéncia de aminodcidos derivada (SEQ ID NO:6) para um mini-
gene de HPV sintético que codifica uma proteina que consiste
de cinco epitopos de célula T de HPV 16 (do terminal NH;- para
0 terminal -COCH) E7: 49 a 57, 11 a 20, 82 a 90, 86 a 93 e E6:
29 a 38. Intrcduziram-se trés alaninas como espacadores entre
cada um dos epitopos;

A figura 5B apresenta a montagem de oligonucledtidos
sintéticos contendo epitcpos de HPV-16 de E6 e E7 para formar
o mini-gene da figura 5A. 0s c¢inco nucledtidos individuais
indicam-se como I a V (SEQ ID NO:7, 8, 9, 10, 11). Os epitopos
de E6 e E7 indicam-se por cima das seguéncias especificas e os
nameros correspondem A sequéncia de aminodcidos das
proteinas E6 e E7 completas de HPV-16; e

A Figura 6 apresenta a montagem de pCMV3-HPVT#1 por
insercdao do mini-gene sintético apresentado na figura 5A no
poliligante entre os locais Sall e EcoRI do vector pCMV3 da
figura 3.

DESCRIGAQ GERAL DO INVENTO

O presente 1invento proporciona vectores e composigdes
imunogénicas tal como descrito supra, que sdoc Uteis para uma
abordagem imunoterapéutica do cancro cervical causado por
virus do papiloma humaenc (HPV) baseado em imunizagdo com ADN.



EP 1 108 035/PT

Efectuaram-se uma série de experiéncias no sistema modelo
de cancro cervical C3. Utilizando uma plataforma de entrega de
ADN, avaliaram-se vdarias vacinas baseadas em antigénio E7
relativamente a sua capacidade de evitar o desenvolvimento de
tumor apds provocagdo com células de tumor vivas. Embora se
tenha demonstrado que o antigénio E7 tem alguma capacidade
protectora num sistema de vector vaccinia, tal como
supramencionado existem preocupacdes sobre toxicidade
potencial com a utilizagdo de uma forma nativa de E7 numa
vacina, devido & sua capacidade de se ligar a proteina Rb e
assim promover um estado oncogénico. Assim, construiu-se uma
construgao de ADN gue codifica uma versdao “desintoxicada”
(dE7) de E7 de HPV-16. A imunizacao com a construc¢do de ADN de
dE7 (pCMV3-dET, figura 1) resultou numa proteccgédo
significativa de desenvolvimento de tumor apds enxerto de
células de tumor C3 vivas que expressam a molécula de E7 de
tipo selvagem. Esta observacao indica que se pode utilizar com
sucesso uma construgdo de ADN dE7 para estimular imunidade
protectora sem quaisquer riscos de toxicidade associados.

Foi também avaliada uma abordagem especifica de epitopo
(tal Como discutido supra, com  Objectivos meramente
ilustratives, ou seja nao do invento, tal como definido nas
reivindicagdes). Utilizou-se uma construc¢do de ADN composta de
epitopos de células T derivados de ambas as proteinas E6 e E7
de HPV-16 para imunizar ratinhos (pCMV3-HPVT#1, figura 6).
Verificaram-se resultados impressionantes no grupo de ratinhos
imunizados com esta construgaoc de poliepitopcs, dado que se
observou 100% de protecg¢do de desenvolvimento de tumor.

E evidente para o0s peritos na arte, que as varias
concretizagbes do presente invento, bem como a abordagem
especifica de epitopo aqui descrita, tém varias aplicac¢des nos
campos de vacinagdo, diagnédstico e tratamento de infecgdes por
HPV. Apresenta-se adicionalmente infra uma discussdac ndo
limitativa adicional de tais utilizacdes.

Preparagdo e utilizag¢do da vacina

Podem preparar-se composicgdes imunogénicas, adequadas para
utilizacdo como vacinas, a partir de genes, epitopos e
vectores de HPV tal como aqui revelado. A vacina desencadeia
uma resposta imunitdria num individuo para induzir uma
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resposta antitumoral  protectora ou  terapéutica. Podem
preparar-se composic¢des  imunogénicas, incluindo vacinas,
contendo © &cido nucleico como injectdveis, em solugdes ou
emulsdes liquidas fisiologicamente aceitaveis para
administracdo de polinucledtidec. Os 4cidos nucleicos em
liquideos aceitaveis podem ser wutilizados como agentes de
imunizacao directos (por exemplo, tal como descrito geralmente
em patente US N.° 5 589 466. Alternativamente, o 4&cido
nucleico pode estar associado com lipossomas, tal como
lipossomas de lecitina ou outros lipossomas conhecidos na
arte, como um lipossoma de 4dcido nucleico (por exemplo, tal
como descrito em WO 93/24640, ref. 21) ou o Aacido nucleico
pode estar associado com um adjuvante, tal como descrito mais
detalhadamente infra. Os lipossomas incluindo lipidos
catidénicos interactuam esponténea e rapidamente com polianides
tais como ADN e ARN, resultando em complexos lipossoma/dcido
nucleico que capturam até 100% do polinucledtido. Além disso,
os complexos policatidénicos fundem com membranas celulares,
resultando numa entrega intracelular de polinucledétido que
evita as enzimas de degradacdo do compartimento de lisossoma.
0 pedido PCT publicado WO 94/27435 descreve composigdes para
imunizacao genética incluindo lipidos catidénicos e
polinucledtidos. Podem ser utilizados vantajosamente agentes
que auxiliam a absorgdo celular de Aacido nucleico, tais como
ides cdlcio, proteinas virais e outros agentes auxiliares de
transfeccao.

As preparacgdes imunogénicas de polinucledtido podem também
ser formuladas como microcdpsulas, incluindo particulas de

libertacdo controlada Dbiodegradaveis. Assim, a patente
U.S. 5 151 264 descreve um transportador particulado de
natureza fosfolipido/glicolipido/polissacarido que foi
denominado Bio Vecteurs Supra Moléculaires (BVSM). Os

transportadores particulados destinam-se a transportar varias
moléculas com actividade bioldgica numa das suas camadas.

A patente U.S. 5 (075 109 descreve encapsulacdo dos
antigénios trinitrofenilados de hemocianina de lapa gigante e
enterotoxina B de estafilococos em poli(DL-lactida-co-
glicolida) 50:50. Sugerem-se outros polimeros para
encapsulacao, tais como poli(glicolida), poli(DL-lactida-co-
glicolida), copolioxalatos, policaprolactona, poli(lactida-co-
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caprolactona), poli(esteramidas), poliortoésteres e poli(acido
8-hidroxibutirico) e polianidridos.

O pedido PCT publicado WO 91/06282 descreve um veiculo de
entrega incluindo varias microesferas biocadesivas e
antigénios. As microesferas sao de amido, gelatina, dextrano,
colagénio ou albumina. Este veiculo de entrega é
particularmente devotado & absorcdo de vacina através da
mucosa nasal. O veiculo de entrega pode conter adicionalmente
um facilitador de absorcgao.

Os vectores podem ser misturados com excipientes
farmaceuticamente aceitdveis gue sdo compativeis com eles.
Tais excipientes podem incluir dgua, solugdo salina, dextrose,
glicerol, etanol e suas combinacdes. As composigles
imunogénicas e vacinas podem conter adicionalmente substéncias
auxiliadoras, talis como agentes molhantes ou emulsionantes,
agentes de tamponamento de pH ou adjuvantes para melhorar a
sua eficacia.

As composigdes imunogénicas e vacinas aqui proporcionadas
podem ser administradas parentericamente, por 1injeccéo
subcutanea, intravenosa, intradérmica ou intramuscular,
possivelmente com pré-tratamento do local de injeccdo com um
anestésico local. Alternativamente, as composicdes
imunogénicas, formuladas de acordo com © presente invento,
podem ser formuladas e entregques de uma forma a desencadear
uma resposta imunitdria nas superficies mucosas. Assim, a
composicdo imunogénica pode ser administrada a superficies
mucosas nasais, por exemplo, cor via nasal ou oral
(endogdstrica). Alternativamente, podem ser desejdveis outros
modos de administracadaoc incluindo supositdérios e formulagdes
orais. 0s supositédrios, aglutinantes e transportadores podem
incluir, por exemplo, polialguilenoglicdis ou triglicéridos.
As formulagdes orais podem incluir incipientes normalmente
utilizados, tais como, por exemplo, sacarina, celulose e
carbonato de magnésio de grau farmacéutico.

As prepara¢des imunogénicas e vacinas podem ser
administradas de wuma forma compativel com a dosagem da
formulagdo e em tal gquantidade que serd terapeuticamente
eficaz, protectora e imunogénica. A gquantidade a ser
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administrada depende do individuo a ser tratado, incluindo,
por exemplo, a capacidade do sistema imunitdrio do individuo
sintetizar antigénios associados a tumor e seus anticorpos e,
caso necessario, produzir uma resposta imunitdria mediada por
célula. As quantidades exactas do ingrediente activo
necessarias para administragdc dependem do julgamento do
médico assistente. No entanto, sao facilmente determinadas as
gamas de dosagem adequadas por um perito na arte e podem ser
na gama de cerca de 1 ug a cerca de 1 mg dos vectores. Os
regimes adequados para administracdoc inicial e reforgo séo
também varidveis, mas podem incluir uma administragdo inicial
seguida por administragdes subsequentes. A dosagem pode também
depender da via de administracdo e wvariard de acordo com ©
tamanho do hospedeiro.

A imunogenicidade pode ser melhorada significativamente se
0s vectores forem co-administrados com adjuvantes, usualmente
utilizados comc uma solugao de 0,05 a 0,1 porcento em solucao
salina tamponada de fosfato. O0s adjuvantes aumentam a
imunogenicidade de um antigénic mas ndo sao necessariamente
imunogénicos por si sé. Os adjuvantes podem actuar retendo o
antigénio localmente perto do local de administracdoc para
produzir um efeito de depdsito que facilita uma libertagao
sustentada e lenta do antigénio as células do sistema
imunitdrio. 0Os adjuvantes podem também atrair células do
sistema imunitdrio a um depdsito de antigénio e estimular tais
células a desencadear respostas imunitdrias.

Os agentes ou adjuvantes de imuncestimulacadac tém sido
utilizados desde hd muitos anos para melhorar as respostas
imunitdrias do hospedeiro a vacinas, por exemplo. Assim, foram
identificados adjuvantes que melhoram a resposta imunitdria a
antigénios. Alguns destes adjuvantes sdo tdéxicos, contudo, e
podem provocar efeitos secunddrios indesejdveis, tornando-os
desadequados para utilizacdo em humanos e muitos animais. De
facto, s6 sdo rotineiramente utilizados comc adjuvantes em
vacinas humanas e veterindrias hidréxido de aluminio e fosfato
de aluminio (denominados colectivamente habitualmente altmen).

Uma vasta gama de adjuvantes extrinsecos e outros
materiais imunomoduladores podem provocar respostas
imunitdrias potentes aos antigénios. Estes incluem saponinas
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complexadas a antigénios de proteinas membranares para
produzir complexos de estimulagdo imunitéria (ISCOM3),
polimeros Pluronic com dleo mineral, micobactérias mortas em
6leo mineral, adjuvante completo de Freund, produtos
bacterianos, tais como dipéptido de muramilo (MDP) e
lipopolissacdrido (LPS), bem como monoforil-lipido A, 0S21 e
polifosfazeno.

0O vector pode ser entregue conjuntamente com uma molécula
que dirija o vector a alvos de células seleccionadas incluindo
células do sistema imunitédrio.

O polinucledétido pode ser entregue ao hospedeiro por
vadrios procedimentos, por exemplo, Tang et al. (ref. 22)
revelaram que a introdugdao de microprojécteis de ouro
revestidos com ADN que codifica hormona de crescimento bovino
(BGH) na pele de ratinhos resultou na produgdo de anticorpos
anti-BGH nos ratinhos, enquanto Furth et al. (ref. 23)
demonstraram que um injector de jacto pode ser utilizado para
transfectar pele, misculo, gordura e tecido mamdrio de animais

vivos.

EXEMPLOS

A revelacao supra descreve de um modo geral o presente
invento (e a abordagem de epitopo de célula T com propdsitos
meramente 1ilustrativos). Pode obter-se uma compreensado mais
detalhada por referéncia aos seguintes exemplos especificos.
Estes exemplos descrevem-se apenas com propdsitos ilustrativos
e ndo se pretende que limitem o ambito do invento. Abrangem-se
alteracdes de forma e substituicgbes equivalentes tal como
sugerido pelas circunstancias ou para tornar pratico. Apesar
de aqui se terem wutilizado expressbes especificas tais
expressbes devem ser entendidas num sentido descritivo e nao
com objectivos limitativos.

0Os métodos de genética molecular, bioquimica de proteinas
e imunologia utilizados mas ndo explicitamente descritos nesta
revelacdo e nestes exemplos encontram-se amplamente relatados
na literatura cientifica e encontram-se abrangidos pelas
capacidades dos peritos na arte.
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Exemplo 1:

Este exemplo descreve o protocolo de imunizacdo aqui
utilizado.

Obtiveram-se ratinhcs fémea C57B1/6 pesando entre 18 e
20 gramas de Charles River (St. Constant, Quebeque, Canadd).
Alojaram-se o©s ratinhos em micro-isocladores de acordo com
directivas estabelecidas pelo Conselho Canadiano de Tratamento
Animal (“Canadian Council on Animal Care”) (CCAC). Incluiram-
se dez animais em cada grupo de tratamento. No dia O,
imunizaram-se o0s ratinhos com 100 upug de cada uma das
respectivas construc¢des de ADN, por via intramuscular (i.m.)
no musculo tibial anterior ou por via intradérmica (i.d.).
Repetiram-se as imunizagdes, com doses equivalentes de cada
construcgdo, aos dias 21 e 42 do estudo. Obtiveram-se amostras
de soro de ratinhos acs dias 20, 40 e 56.

Exemplo 2:

Este exemplo descreve o protocolo para provocagao com
células de tumor.

Duas semanas apds a ultima dose de reforgo com a
construcao de ADN seguinde o procedimento do exemplo 1,
injectou-se cada ratinho por via subcutédnea (s.c.) no cachago
com uma dose de 5 X 10° células vivas de tumor C3. A linha
celular de tumor C3 fol gentilmente cedida por R. Offringa e
C. Melief. A linha celular C3 foil criada por transfecc¢ao de
células B6 de embrido de ratinho com o genoma completo de HPV-
16 que foi transformado com o oncogene ras. E necessdria a
expressac das proteinas oncogénicas de HPV 16, E6 e E7 para
manter o estado transformado.

Apds administracdo das 1injeccgdes, examinaram-se 0s
ratinhos trés vezes por semana durante o desenrolar do estudo.
Efectuaram-se medidas de tumor utilizando craveiras
calibradas. O volume da massa de tumor foi calculado
utilizando a seguinte férmula: volume= ab’/2 em  que
a= didmetro maior e b= menor das duas medigdes. 0Os ratinhos
que permaneceram isentos de tumor durante um periodo de
aproximadamente trés meses apds esta provocacgao i1nicial com
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células de tumor vivas foram entdoc tornados a provocar no dia
141 do estudo com a mesma dose e através da mesma via que a
provocacgdo inicial ao dia 57 descrito supra. Apds a segunda
provocag¢ao, monitoraram-se ©0s ratinhos relativamente ao
desenvolvimento de tumor tal como previamente descrito.

Exemplo 3:

Este exemplo  descreve 0s imunoensaios IgG (EIA)
especificos de E7 e dE7.

Revestiram-se placas de imunoensaio Nunc Maxisorp durante
a noite com antigénios E7 recombinante ou dE7 recombinante a
uma concentracdo de 10 ng/mL diluidos em tampdo carbonato
50 mM pH 9,6. No dia seguinte lavaram-se as placas com PBS
contendo Tween 20 a 0,05% (PBS-T) e seguidamente bloquearam-se
com solugdo de leite a 1% durante uma hora a temperatura
ambiente. Apds a etapa de bloqueio, lavaram-se as placas em
PBS-T e adicionaram-se as placas as amostras de soro a
diferentes diluigdes. Incubaram-se as amostras nas placas
durante a noite a 4 °C. Removeram-se as amostras das placas
por lavagem no dia seguinte com PBS-T e adicionou-se a cada
pog¢o um conjugado de IgG de ovelha anti-ratinho marcado com
peroxidase a uma diluicdo 1/25 000. Apds uma hora de incubacido
a temperatura ambiente, lavaram-se as placas em PBS-T e
revelou-se a reaccao colorimétrica utilizando substrato TMB
(ADI). Leram-se as reacg¢bes a 450 nm num leitor de placas
Dynatech MR 5000 de 96 poc¢os.

Exemplo 4:
Este exemplo descreve a construgao de pCMV-dE7.

0O plasmideo pCMV3 contém segmentos de diferentes
proveniéncias e apresentam-se o0s elementos da constru¢do na
figura 2. Sucintamente, o© vector procaridético pBluescript SK
(Stratagene) ¢ o esqueleto de pCMV3 e fol modificado pela
substituicdo do gene Amp® por um gene Kan® e a delecdo da
regido £l e LacZ. Obtiveram-se estas modificag¢des por delec¢do
das sequéncias entre 0s locais de restrigado AhdI
(nucledtido 2041) e Sac I (nucledtido 759) de pBluescript SK,
que contém as seguéncias de AmpR, da origem fl1 e de LacZz.
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Tornaram-se planas as extremidades de um fragmento PstI de
1,2 kb do plasmideo pUC-4K (Pharmacia) contendo o gene Kan" e
ligou-se ao local AhdI do plasmideo pBluescript SK modificado
numa orientagdc contraria a dos ponteiros do reldgio
relativamente & sua transcricdo. Ligou-se um fragmento
SspI/PstI de 1,6 kb contendo as sequéncias do gene do promotor
precoce 1imediato de citomegalovirus humano, do facilitador e
do intrdo A (denominado CMV na figura 2) a outra extremidade
do gene Kan® de tal modo que a transcricdo do promotor CMV
ocorra numa orientacadoc segundo os ponteiros do reldgio. Este
procedimento produziu o plasmideo pCMVZK, tal como apresentado
na figura 3.

Removeu-se um fragmento de 0,2 kb contendo a sequéncia de
sinalizacaoc de poliadenilag¢do da hormona de crescimento bovina
(BGH) do plasmideo pEN-3 por restrig¢do com Xbal seguido de
tratamento com Klenow para produzir uma extremidade plana e
seguidamente efectuou-se restricdo com BamHI. Isolou-se O
fragmento de 192 ©pb contendo o fragmento BGHpA por
electroforese em gel de agarose. Preparou-se o plasmideo pEN-3
por clonagem de bGHpA para pEN-1 (figura 4).

Restringiu-se entdo o plasmideo pCMVZK com BglIT,
tratou-se com Klenow e restringiu-se com BamHI. Isolou-se
entdo o fragmento de 4,2 kb (consultar figura 3) e ligou-se ao
fragmento BGHpA de 192 pb previamente isolado para produzir o
plasmidec pCMV3.

Amplificou-se entac por PCR o0 gene dE7 a partir do
plasmidec pSE859.2 utilizando iniciadores que introduziam um
local PstI na extremidade 5' (SEQ ID NO:2 - CTGCAGCAGGCTAGCA
TGCATGGAGATACACCT) e um local Sall na extremidade 3' (SEQ ID
NO:12 - GTCGACTTATGGTTTCTGAGAACAGATGGGGCACA). Apresenta-se a
sequéncia amplificada na figura 1B e contém a proteina E7 de
HPV-16 desintoxicada. Inseriu-se o fragmento de PCR em pCR2.1
restringido com PstI e Sall (Invitrogen) e seguenciou-se a
insercdo (figura 1B). Subclonou-se entdo o fragmento de PstI a
Sall para pCMV3 de Pstl a Sall para produzir o plasmideo pCMV-
dE7 tal como apresentado na figura 1A.
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Exemplo 5:

Este exemplo ilustra a wutilizagdo de pCMV-dE7 para
proteger animais de desenvolvimento de tumor apds enxerto com
uma linha celular de tumor que expresse E7 de HPV-16 de tipo
selvagem.

Imunizaram-se ratinhos quer com uma construcdo de ADN gue
codifica a proteina E7 desintoxicada (pCMV-dE7, preparada tal
como descrito no exemplo 4; figura 1), quer com um controlo de
ADN (pCMV-3; figura 2), quer com PBS por via intramuscular,
seguindo o protocolo do exemplo 1. Apds trés imunizacdes
sucessivas enxertaram-se células de tumor C3 vivas que
expressam proteina E7 de tipo selvagem a uma dose de 5 X 10°
células seguindo o protocolo do exemplo 2. Apresenta-se na
tabela 1 infra, o numero de ratinhos isentos de tumor apds
provocagao com células vivas.

Aproximadamente um més apds provocacaoc (dia 30), todos os
ratinhos nos grupos de controlo (grupos de controlo pCMV-3 e
PBS) apresentavam tumores palpaveis. Contrariamente, contudo,
nenhum dos ratinhos no grupo imunizado pCMV-dE7 apresentou
tumores palpaveis. Ao dia 60, um ratinho do grupo imunizado
pCMV-dE7, que tinha sido anteriormente negativo relativamente
a tumor, apresentou a indicacdo inicial de um tumcr palpavel.
No dia 90, procedeu-se a eutandsia este ratinho devido ao
elevado volume do tumor. Os ratinhos remanescentes do grupo
imunizado pCMV-dE7 permaneceram contudo isentos de tumor.
Assim, observou-se uma diferenga significativa no estado
isento de tumor entre 0s ratinhos do grupo imunizado com dE7 e
dos grupos de controlo. 0s resultados indicam assim que a
imunizagdao com uma construgao de ADN que codifica uma molécula
de E7 desintoxicada geneticamente (dE7) induziu uma resposta
imunitaria capaz de proteger o animal contra enxerto
subsequente de células de tumor vivas.
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Tabela 1
Percentagem de ratinhos isentos de tumor a varios pontos

temporais apds enxerto com células de tumor C3 vivas

Dia 30 apdés | Dia 60 apdés | Dia 90 apéds
provocagao provocagao provocagao
CMV-dE7 100 90 90
Controlo de CMV-3 d 0 0
PBS 0
Exemplo 6:

Este exemplo ilustra que soros derivados de ratinhos
imunizados com a construgdo pCMV-dE7 sdao reactivos com ambas
as proteinas recombinantes E7 desintoxicada e E7 de tipo
selvagen.

De modo a proporcionar evidéncia seroldgica que ratinhos
imunizados com a proteina E7 desintoxicada geneticamente de
acordo com o exemploc 5 poderiam gerar imunidade que
apresentava reactividade cruzada com a proteina E7 de tipo
selvagem, analisaram-se por EIA soros de ratinhos imunizados
seguindo o procedimento do exemplo 3. A amostra de soro
ensaiada foi derivada de uma amostra de sangue recclhida no
dia 56, um dia antes de provocagdo com células de tumor vivas

e duas semanas apds a ultima imunizagdo de reforcgo.

0 titulo de
apresentado na tabela 2 infra, foi equivalente quer este fosse

anticorpo reactivo do soro, tal como
ensaiado num EIA especifico de dE7, quer num EIA especifico de
E7. Assim, ao nivel de anticorpo, os anticorpos gerados por
imunizacao com dE7 apresentaram reactividade cruzada com a
proteina E7.
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Tabela 2

Exemplo 7:

Este exemplo ilustra que a via especifica de imunizacéo
tem um efeito significativo na indug¢do de imunidade
protectora.

Investigou-se o efeito da via intramuscular (i.m.)
relativamente a via intradérmica (i.d.) de imunizacdo de ADN
na inducdo de imunidade antitumoral. Sucintamente, imunizaram-
se ambos o©os grupos de ratinhos com a mesma construgao (pCMV-
dE7, preparada tal como descrito no exemplo 4; figura 1) a
doses e com frequéncias descritas supra no exemplo 1. Contudo,
um grupo foi imunizado por via i.m. enquanto que O outro grupo
fol imunizado por via i.d.. Apds provocagao com células de
tumor C3 vivas seguindo o procedimento do exemplo 2, © grupo
imunizado por via i.d. apresentou desenvolvimento de tumor, em
contraste flagrante com o grupo imunizado por via i.m. gque se
manteve isento de tumor. Assim, determinou-se que a vacinagao
com a construgcdo de ADN dE7 desencadeou imunidade protectora
contra provocagdo por células de tumor apenas quando a
imunizagao ocorreu por via i.m.. Apresentam-se os resultados
na seguinte tabela 3:
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Tabela 3
Percentagem de ratinhos isentos de tumor apds enxerto com
células de tumor C3 vivas

Dia 30 apéds Dia 60 apéds Dia 90 apéds

provocagao provocagao provocagéo
CMV-dE7 1.m. 100 90 90
CMV-dE7 1.d. 0 0 0
Exemplo 8 : (com propdsitos meramente ilustrativos)

Este exemplo descreve a preparacao do plasmideo pCMV3-
HPVT#1.

Construiu-se o mini-gene sintético que codifica os cinco
epitopos de célula T das proteinas E6 e E7 de HPV-16 (figura
5A) por sintese de oligonucledtides utilizando um sintetizador
de ADN Applied Biosystems 3AB. O mini-gene sintético montado
utilizando cinco oligonucledtidos sintéticos (I a VvV, figura
5B) continha um local de restricgdo Sall na extremidade 5' e um
local Eco RI na extremidade 3'. Este gene montado (figura 5)
foi clonado no plasmideo pCMV3 restringido com Sall/Eco RI
para produzir o plasmideo pCMV3-HPVI#l tal como apresentade na
figura 6. A construc¢do de pCMV3 descreve-se no exemplo 3 e
apresentam-se 0s elementos na figura Z.

Exemplo 9: (com propdsitos meramente ilustrativos)

Este exemplo ilustra a utilizacao de pCMV3-HPVT#1l para
induzir imunidade protectora antitumoral.

Imunizaram-se ratinhos C57B1/6 quer com uma construcdo de
ADN que codifica véarios epitopos das proteinas E6 e E7T de
HPV-16 (pCMV3-HPVT#1, preparada tal como descrito no
exemplo 8; figura ©6), quer com controlos (vector pCMV-3
sozinho, figura 2, ou PBS), seguido o protocolo do exemplo 1.
Imunizagdo profildctica com uma construgdo de ADN de
poliepitopos seguindo o protocolo do exemplo 2, induziu
imunidade antitumoral protectora em 100% dos ratinhos
provocados. Contrariamente, nao se detectaram ratinhos isentos
de tumor nos grupos de controlo. Apresentam-se o0s resultados
na tabela 4 seguinte.
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Tabela 4

Percentagem de ratinhos isentos de tumor apds enxerto com

células de tumor C3 vivas

Dia 30 apés | Dia 60 apés | Dia 90 apés
provocagao provocagao provocagao
pCMV-poliepitopo 100 100 100
Controlo de pCMV-3 0 0 0
PBS 0 0 0

Exemplo 10:

Este exemplo ilustra o efeito de uma segunda provocagao
com células de tumor C3 vivas em ratinhos isentos de tumor
apds

trés meses a provocacdo inicial com células de tumor

vivas.

A fim de determinar se a imunidade protectora antitumoral
pCMV-dE7,
tal
quer pela construgdo pCMV-poliepitopo,

induzida quer pela construgaoc preparada como

descrito no exemplo 4 (figura 1) como observada no

exemplo 7, preparada

tal como descrito no exemplo 8 (figura 6) tal como observado

no exemplo 9, era duradoura, o0s ratinhos que sobreviveram &
provocag¢ao inicial com células de tumor e Jue permaneceramn
isentos de tumor durante um periodo de trés meses foram re-
enxertados com células de tumor C3 vivas. Monitoraram-se entdo

os ratinhos relativamente a sinais de desenvolvimento de

tumor.

Tal como indicado na tabela 5 infra,
pCMV-dE7
provocagao.

um animal no grupo

desenvolveu um tumor apds esta segunda dose de

Contudo, todos o0s ratinhos do grupo imunizado com
poliepitopos de ADN permaneceram isentos de tumor. Assim, o

relativamente a
grupo

maior nivel de protecgido provocagac com

células de tumor ©parece ser do imunizado com

poliepitopos.
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Tabela b
Percentagem de ratinhos isentos de tumor apds segundo enxerto
com células de tumor C3 vivas

Dia 30 apés Dia 60 apéds
segunda segunda
provocagido com provocagio com
células de tumor | células de tumor
pCMV-dE7 1.m. 80 80
pCMV-poliepitopo 1i.m. 100 100
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<210> 1
<211> 300
<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

23

<223> Descricdo da Sequéncia Artificial: Mini-gene sintético

<400> 1

ctgecagcagg ctagcatgca
caaccagaga caactcaatt
gectggacaag cagaaccgga
gactctacgce ttcggttgtg
¢tgttaatgg gecacactagg

<210> 2
<211> 33
<212> ADN

tggagataca
gaatgacagc
cagagccecat
cgtacaaagc
aattgtgtge

cctacattge
tcagaggagg
tacaatattg
acacacgtag
cecatetgtt

<213> Sequéncia Artificial

<220>

atgaatatat
aggatgaaat
taaccttttg
acattcgtac
ctcagaaacc

gttagatttg 60
agatggteca 120
ttgcaagtgt 180
tttggaagac 240
ataagtcgac 300

<223> Descricdo da Sequéncia Artificial: Mini-gene sintético

<400> 2

ctgcagcagg ctagcatgca tggagataca cct 33

<210> 3
<211> 35
<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Descricdoc da Sequéncia Artificial: Mini-gene sintético

<400> 3

cagctgaata ccaaagactc ttgtctacce cgtgt 35

<210> 4
<211> 386
<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Descrig¢do da Sequéncia Artificial:

<400> 4

tcgacgecge caccatgaga
tagatttgca accagagaca
ccgecggegac actaggaatt
tagaatgtgt gtaatagtga
cecgectatat gttagatttg
taggaattgt ggccgeggeg
atgatataat attagaatgt

<210> 5
<211> 180
<212> ADN

gcecattaca
actgcageey
gtgtgceeca
gaattcatga
caaccagaga
acactaggaa
gtgtaa

atattgttac
ctetgttaat
tcgcageagce
gagcccatta
caactgcage
ttgtgtgeee

<213> Sequéncia Artificial

ctttgecegec
gggcacacta
cactatacat
caatattgtt
cgctetgtta
catcgcagea

Mini-gene sintético

gcctatatgt 60
ggaattgtgg 120
gatataatat 180
acctttgecg 240
atgggcacac 300
gccactatac 360

386
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<220>
<223> Descricado da Sequéncia Artificial: Sintética

<400> 5

atgagagcee attacaatat tgttaccttt geegeegect atatgttaga tttgcaacca 60
gagacaactg cagccgctcet gttaatggge acactaggaa ttgtggcege ggcgacacta 120
ggaattgtgt gccccatcge agcagccact atacatgata taatattaga atgtgtgtaa 180

<210> 6

<211> 59

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Descricado da Sequéncia Artificial: Sintética

<400> 6
Met Arg Ala His Tyr Asn Ile Val Thr Phe Ala Ala Ala Tyr Met Leu
1 5 10 15

Asp Leu Gln Pro Glu Thr Thr Ala Ala Ala Leu Leu Met Gly Thr Leu
20 25 30

Gly Ile val Ala Ala Ala Thr Leu Gly Ile Val Cys Pro Ile Ala Ala
35 40 45

Ala Thr Ile His Asp Ile Ile Leu Glu Cys val
50 55

<210> 7

<211> 92

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Descricgdo da Sequéncia Artificial: Sintética

<400> 7

tegacgecge caccatgaga geccattaca atattgttac ctttgcegee geetatatgt 60
tagatttgca accagagaca actgcagccg ct 92

<210> 8

<211> 109

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Descricao da Sequéncia Artificial: Sintética

<400> 8

ctgttaatgy geacactagg aattgtggece goggegacac taggaattgt gtgeccccate 60
gcagcagcca ctatacatga tataatatta gaatgtgtgt aatagtgag 109
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<210> 9

<211> 55

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Descricado da Sequéncia Artificial: Sintética

<400> 9
catataggcg gcggcaaagg taacaatatt gtaatggget ctcatggtgg cggeg 55

<210> 10

<211> 46

<212> RDN

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Descrigdo da Sequéncia Artificial: Sintética

<400> 10
aatctaaacg ttggtctectg ttgacgtcgg cgagacaatt acccgt 46

<210> 11

<211> 100

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Descrig¢do da Sequéncia Artificial: Sintética

<400> 11

gtgatcctta acaccggcgc cggtgtgatc cttaacacac ggggtagecgt cgteggtgat 60
atgtactata ttataatctt acacacatta tcactcttaa 100

<210> 12

<211> 35

<212> RDN

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Descricado da Sequéncia Artificial: Sintética

<400> 12
gtcgacttat ggtttctgag aacagatggg gcaca 35

Lisboa,
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REIVINDICACOES

1. Vector incluindo uma molécula de &dcido nucleico que
codifica um antigénio E7 de HPV-16 isento dos aminodcidos 21 a
26, em que a referida molécula de 4acido nucleico estd ligada
operativamente a um promotor de citomegalovirus.

2. Vector de acordo com a reivindicagdo 1, em que a
referida molécula de &cido nucleico estd contida no plasmideo
CMV-3 tal como apresentado na figura 2.

3. Vector de acordo com a reivindicacdo 1 que é pCMV-dE7
tal como apresentado na figura 1.

4, Composigao imunogénica para administracgdo in vivo a
um hospedeiro contendo um vector de acordo com qualquer uma
das reivindicagbes 1 a 3.

5. Vector de acordo com qualguer uma das reivindicacgdes
1 a 3 para utilizacdo como medicamento.

6. Utilizagdo de um vector de acordo com qualquer uma
das reivindicagbes 1 a 3 para o fabrico de um medicamento para

tratar cancro cervical.

Lisboa,
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ECORI(22)
NOTI(15)  ECORV(38)
SALI(2) APAI(36)

PSTI(1)
HPAI(4318)
PVUII(4264) ~

BAMHI(40)
XHOI(37)

SPHI(249)
NOTI(278)
PVUII(517)

SPHI(3657)

NDEI(3135)

XHOI(2661)

NRUI(2600)
ClAI(2570)

BMAI(2369)
SSPI(2338)

STUI(1639)

HINDII(2141)

Vector pCMV-3 contendo o promotor CMV, poliA da hormona de
crescimento bovina e resisténcia a canamicina

FIG.2
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FIG.4
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PCMV3-HPVT#1

MINI-GENE HVP (180 pb)
Sall Ecofl

X x WE N TP PP T Y ]
B e e S

Psti(1) Sall Notl  EcoRl EcoRV Apal BamHI
CGTCAGTCACCGTCGACGCGGCCGCGAATTCGATATCGGGGCCCGGATCC

Hpal (4318)
Pvull{4264)

57) _Sphi(249)
9 N NOtl (278 )

R,/ PVUl(517)
Sphl(3657) _, )
PROMOTOR CMV.

VECTOR pCMV-3 (4.4kb)
ColEl on H
Ndel(3135)

Xhol(2661) R,
Nrul(2606) :

C ]al (25 7 O ) - ...'-;:‘:.:.;":"'*1-:':-5-,:-::-..,.-. g
Smal(2389) Hindlll{(2141)

Sspl(2339)
FIG.6

Stul(1639)
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