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(57) Resumo: "COMPOSIQOES IMUNOGENICAS CONTENDO MICROESFERAS BIODEGRADAVEIS ENCAPSULANDO
ANTIGENOS, VETORES GENICOS E ADJUVANTES". A presente invengdo diz respeito a composucoes capazes de estimular
uma resposta imune em um hospedeiro inoculado com um antigeno de interesse ou o vetor génico que o codifica, onde dita
composigdo compreende microesferas baseadas em copolimeros derivados do &cido latico e do &cido glicélico encapsulando
antigenos, vetores génicos e/ou adjuvantes estimuladores da resposta imune obtidos de fragdes de micobactérias. Uma
concretizagdo da presente invengdo é o uso do dimicolato de trealose associado a uma proteina de choque térmico ou ao
plasmideo contendo o gene que a codifica encapsulados em microesferas com um tamanho de particula inferior a 10 109>m,
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RELATORIO DESCRITIVO DE PATENTE DE INVENGAO: “COMPOSIGOES
IMUNOGENICAS CONTENDO MICROESFERAS BIODEGRADAVEIS
ENCAPSULANDO ANTTGENOS, VETORES GENICOS E ADJUVANTES”.

A presente invengdo diz respeito a processos de
produgdo de composigdes capazes de estimular uma resposta
imune especifica, celular e/ou humoral, em um hospedeiro
imunizado com um antigeno ou um vetor génico que expressa
o antigeno de interesse, onde dita composigdo compreende
microesferas biodegradaveis baseadas em co-polimeros
derivados de poliésteres capazes de encapsular e controlar
a liberagdao de antigenos, vetores plasmidiais génicos e
adjuvantes estimuladores de mediadores da resposta imune.

E conhecido que uma classe de compostos compreendendo
6-mono e 6,6 diésteres a,a-D-trealose, entre os quais o
grupo éster que contém de 30 a 90 atomos de carbono,
conhecidos como monomicolato de trealose e dimicolato de
trealose, respectivamente, sdo capazes de promover o
recrutamento de células apresentadoras de antigenos e a
inducdo de citocinas sendo, portanto, potentes candidatos
para uso como adjuvante em vacinas e imunoterapia. Para
fins da presente invengdo, o termo adjuvante refere-se a
uma substdncia que por si sé ndo compartilha epitopos
imunes com o antigeno de interesse, mas é capaz de
estimular a resposta imune para o antigeno de interesse.

A patente US 4,340,588 descreve o uso do dimicolato
de trealose como adjuvante em uma composicdo vacinal
contendo antigenos de Brucella abortus (BA, cepa 45/20).
Nesta composigdo, misturas naturais impuras de dimicolato
de trealose sdo obtidas a partir de diversas fontes e
denominadas de “fator corda”. Normalmente, estes fatores
compreendem 90% de dimicolato e 10% de monomicolato, além
de uma pequena quantidade de material exdégeno, que apods

purificacdo cromatografica adequada contém de 95 a 99% de

V5
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dimicolato de trealose.

A administragao de vacinas contendo material
antigénico e dimicolato de trealose em uma emulsdo 6leo em
agua levou a uma redugdo significativa da infecgdo, guando
comparadas ao uso de uma composigdo baseada apenas em
antigenos soluveis obtidos da cepa 45/20 de BA. Neste
estudo o extrato foi administrado misturado com éleo sob a
forma de uma emulsdo. Se por um lado é Jjustificada a
importancia da fase oleosa como veiculo dos extratos
provenientes da parede celular de micobactérias com o
objetivo de estimular uma resposta imune adequada, por
outro, é reconhecido que a presenga do 6leo utilizado
potencializa severas reagdes indesejaveis no sitio de
administragdo, podendo ainda <causar o surgimento de
granulomas.

Na tentativa de superar os problemas existentes pela
presenga de 4leo nas preparagdes com atividade imunogénica
fol proposto o uso de suspensdes aquosas contendo fragao
insoluvel da parede celular de micobactéria (0S
5,759,554). As suspensdes aquosas Sao preparadas a partir
das seguintes etapas: (1) ruptura da bactéria e, posterior
centrifugacdo; (ii) desproteinizagdo da fragdo baseada na
parede celular (debris celulares obtidos da etapa de
centrifugagdo) pelo emprego de enzimas proteoliticas;
(1ii) tratamento da fracdo resultante da etapa (ii) com
detergentes e lavagem da mesma, (iv) liofilizacdo e (v)
suspensdo da fragdo liofilizada em uma solugdo aquosa
como, por exemplo, uma solugdo salina. Por essa invengao,
a estimulagdo do sistema imune obtida pelo emprego da
suspensao a base de fragdes de micobactérias é capaz de
permitir que o organismo humano ou animal neutralize um
agente infeccioso ou retarde o crescimento de células

cancerigenas. No entanto, este procedimento nao permite
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uma liberacdo controlada do adjuvante que resulte em
otimizagdo da resposta imune.

Processos que permitam a vetorizagdo do antigeno,
vetores génicos e/ou adjuvante também tém sido relatados
na literatura como é o caso da patente US 5,643,605. Neste
invento ¢é descrito o uso de adjuvantes e/ou antigenos
microencapsulados para fins terapéuticos ou profilaticos.
A composicdo reivindicada na patente US 5,643,605
compreende microesferas de PLGA (D-L-lactideo-co-
glicolideo) de diametro variando entre 20 a 100 pm
encapsulando imunocadjuvantes tais como uma saponina (QS21)
ou muramildipeptideo (MDP), capazes de estimular uma
resposta imune onde: (i) o volume do adjuvante aquoso
incorporado no polimero é igual ou inferior a 1 mL por 3
gramas de polimero; (ii) a relagdo entre mondmeros de
adcido latico e glicdélico é da ordem de 100:0 a 0:100;
(iii) a viscosidade inerente dos polimeros PLGA usados na
microesfera é de 0,1 a 1,2 dL/g; (iv) o diametro das
microesferas varia de 20 a 100 um e (v) o adjuvante é
liberado das microesferas de acordo com um modelo
trifasico caracterizado pelo fato de, durante a primeira
fase, menos de 30% do adjuvante ser liberado em um periodo
de 1 dia; durante a segunda fase menos de 10% do adjuvante
ser liberado apés um periodo de 1 dia o qual varia entre
aproximadamente 30 e 200 dias e; posteriormente, uma
terceira fase onde o restante do adjuvante é liberado apds
este periodo das fases precedentes. Entretanto, é
importante relatar que, nesse caso, o diametro das
microesferas apresentado nesta patente varia entre 20 e
100 pm, dificultando a indugdo da resposta imune quando
utilizadas algumas vias de administracdo como as vias oral

e pulmonar. Para administragdo por estas vias o diametro
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ideal deve estar compreendido entre 1 e 10 um, que, de
acordo com a literatura ¢é também a faixa ideal para
administragdo pela via subcutanea. Nesta 1invengao a
saponina foi dissolvida em solucdo de etanol e adicionada
na fase polimérica e, em outra formulacdo, o MDP foi
dissolvido em uma fase aquosa que foi adicionada a fase
polimérica. Em ambas as preparagdes a fase contendo o
adjuvante corresponde & fase aquosa interna do método de
preparo. No entanto, este procedimento ndo permite a
adigao de adjuvantes soluveis em solventes apolares.

Muitas composig¢des vacinais empregam adjuvantes com o
objetivo de otimizar uma resposta imune quando
administrados juntamente com o antigeno, principalmente em
vacinas de subunidades. Na ultima década, os avan¢os no
desenvolvimento de vacinas permitiram a introdugao de
novas estratégias para a obtengdo e produgdo de antigenos,
assim como foram desenvolvidas novas maneiras de se
administrar e apresentar esses antigenos para as células
do sistema imune. Estas estratégias abriram caminho para
inovagdes, particularmente no contexto do desenvolvimento
de vacinas mais seguras, eficazes e polivalentes. Dentro
deste contexto, as vacinas de DNA surgiram como uma
alternativa interessante para ) desencadeamento de
protegédo, especialmente quando a resposta imune celular é
requerida.

A patente US 6,048,551 descreve um método de preparo
de microesferas contendo vetores génicos virais destinados
ao tratamento de tumores. Nesse invento foi utilizado o
método de emulsdo multipla onde o vetor génico dissolvido
em uma fase aquosa é encapsulado em associagdo ou nao de
drogas antivirais, também dissolvidas na fase aquosa. O
diametro das particulas varia entre 1 e 200 um.

Até o momento ndo foi descrito um método que permita
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a co-encapsulagao de um antiéeno ou um vetor génico e um
imunoadjuvante na mesma preparagdo de microesferas
biodegradaveis preparadas a partir de polimeros de PLGA.
Dessa forma, apesar dos esforgos que vém sendo feitos no
sentido de oferecer composigdes de liberagdo controlada
como sistemas de vetorizagdo de antigenos, contendo ou né&o
uma molécula co-adjuvante capaz de otimizar a resposta
imune, o estado da técnica ainda continua carente de um
sistema de vetorizagdo passiva para células fagocitéarias
constituido de microesferas, com um determinado diametro
de particula adequado para que se possa administrar por
diferentes vias e permita o seu direcionamento para
populacgdes celulares especificas.

Uma justificativa importante para o desenvolvimento
de tal sistema refere-se a necessidade de uma vacina
efetiva contra a tuberculose.

A presente invengao apresenta uma composigéao
imunogénica compreendendo, pelo menos, adjuvante e/ou
proteinas; e/ou plasmideos contendo genes capazes de
expressar proteinas, encapsulado(s) em microesferas
poliméricas com um didmetro de particula inferior a 20 um,
preferencialmente com um tamanho entre 1 a 10 pum.
Portanto, a composigcdo pode compreender além do adjuvante
um antigeno ou um vetor génico que o codifica, sendo
preferencialmente antigenos de parasitas e agentes
patogénicos, incluindo antigenos de bactérias intra e
extracelulares, de organismos eucariotos como leveduras e
fungos, de protozoarios, dentre outros. Os adjuvantes sio,
preferencialmente, aqueles estimuladores da produgdo de
Citocinas. Mais preferencialmente pode ser encapsulado em
microesferas preparadas a partir de polimeros de acido
latico e co-polimeros de &cido latico e glicélico (relacgao

variando entre 100:0 e 0:100) o plasmideo que codifica o
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gene de proteinas de Mycobacterium como, por exemplo, o
gene da hsp65 (proteina de choque térmico de 65 kDa de M.
leprae) ou, ainda, pode ser encapsulada a prépria proteina
recombinante ou purificada. Ainda mais particularmente,
pode ser encapsulado o dimicolato de trealose em
microesferas de PLGA. Esse sistema contendo dimicolato de
trealose e/ou plasmideo contendo o gene da proteina hsp65
ou ainda, a prépria proteina pode ser utilizado como
carreador de vacina contra tuberculose. O referido sistema
pode ainda ser aplicado na terapia da tuberculose, quando
a doenga j& se apresenta instalada no individuo.

A microencapsulacdo de um vetor génico, antigeno e/ou
do adjuvante de acordo com o procedimento da presente
invengdo pode ser obtida de acordo com o0s seguintes
protocolos:

Protocolo A: (i) dissolug¢do do material polimérico
composto por derivados do acido latico e &acido glicédlico
(relagdo em peso% de 100:0 a 0:100) em um solvente
orgéanico, imiscivel ou parcialmente imiscivel em &gua em
uma concentragdo variando entre 0,2 a 10% como, por
exemplo, em cloreto de metileno, acetato de etila,
cloroférmio, dentre outros, (ii) solubilizag¢ado do antigeno
e/ou adjuvante de natureza lipofilica nesta solucdo (i)
contendo o polimero, (iii) adigdo da solucdo obtida em
(ii) em uma fase aquosa formada por uma solugdo de um
poliol, por exemplo, 4&lcool polivinilico (1 a 10%),
objetivando formar uma emulsdo 6leo em agua, (iv) agitacao
da emulsdo a uma velocidade apropriada (200 a 1000 rpm) de
forma a permitir a geracdo de pequenas microesferas com

didmetro médio inferior a 10 um, preferencialmente em

torno de 1 a 5 um e (v) eliminacdo do solvente sob
agitacao, que pode ser feita com auxilio de co-solventes

ou com auxilio de um sistema de evaporacdo sob vacuo ou
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outro método qualquer que permita a eliminagdo do solvente
sem prejudicar a estabilidade do sistema, e obtengdo da
suspensao de microesferas que sera, opcionalmente,
separada por centrifugag¢do ou filtragao, lavadas com o
auxilio de um solvente aquoso e finalmente, liofilizada.
Protocolo B: (i) dissolugdo do material polimérico
composto por derivados do &cido latico e é&cido glicélico
(relagdo em peso% de 100:0 a 0:100) em um solvente
organico em uma concentragdo variando entre 0,2 a 10%
como, por exemplo, cloreto de metileno, acetato de etila,
cloroférmio, dentre outros, (ii) solubilizagdo do vetor
génico, antigeno e/ou adjuvante de natureza hidrofilica em
uma fase aquosa com o volume variando entre 0,1 a 1 mL,
(iii) injeg¢do da solugdo obtida em (ii) na solugédo
polimérica obtida em (i) homogeneizada a wuma rotagéao
variando entre 500 a 15.000 rpm, levando a formagao de
emulsao (ou dispersdo) agua em 6leo, (iv) adigdo desta
emulsdo (ou dispersdo) primaria, apdés a homogeneizagdo por
periodo de tempo adequado (1 a 10 minutos), a uma fase
aquosa emulsificante, tipicamente formada por uma solugéo
de um poliol, por exemplo, alcool polivinilico (1 a 10%),
objetivando formar uma segunda emulsao do tipo
agua/déleo/agua (v) agitagdo da emulsdo miltipla obtida em
(iv) a wuma velocidade apropriada para evaporagido do
solvente organico (100 a 1000 rpm) de forma a permitir a
geragao de pequenas microesferas com didmetro médio
inferior a 10 pm, preferencialmente em torno de 1 a 5 um
que serdo, opcionalmente, separadas por centrifugacao ou
filtragdo, lavadas com o auxilio de um solvente aquoso e
finalmente, liofilizadas. E importante mencionar que
outros métodos de conhecimento daqueles versados na
matéria podem ser empregadbs para a obtengdo das

microesferas encapsulando antigenos e/ou adjuvantes da
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presente invengéo.
A presente invengdo é descrita detalhadamente
através dos exemplos apresentados abaixo:

Exemplo 1 - Preparo do Dimicolato de Trealose

100 gramas da cepa Mycobacterium tuberculosis H37Rv
sdo repetidamente maceradas em uma mistura de cloroférmio-
metanol (1:1, vol/vol). Posteriormente, o material
residual extraido (18 g) é fracionado conforme
anteriormente relatado para a purificagado do dimicolato de
trealose (Silva, C. L., S. M. Ekizlerian, and R. A.
Fazioli. 1985. Role of cord factor in the modulation of
infection caused by Mycobacteria. Am. J. Pathol. 118:238-
247). O glicolipidio purificado (0,530 g) migra como uma
banda unica quando submetido a cromatografia em camada
delgada, similarmente ao produto disponivel comercialmente
(SIGMA, St. Louis, USA).

Exemplo 2 -Preparo e caracterizagcdo de microesferas

contendo dimicolato de trealose

As microesferas sao preparadas usando a técnica de
emulsdo/evaporagdo do solvente (Lewis, D. H. 1990.
Controlled release of bioactive agents from
lactide/glicolide polymers. In Chasin M & Langer R.
Biodegradable polymers as drug delivery systems. Marcel
Dekker, New York, 1-43). 5 mg de dimicolato de trealose
(SIGMA) e 125 mg do polimero biodegradavel PLGA (50:50)
(Resomer RG 505, MW 78,000, Boehringer Ingelheim, Germany)
foram diluidos em 30 ml de cloreto de metileno. Essa fase
organica ¢é misturada com 100 ml de uma fase aquosa
contendo 3% de alcool poli-vinilico (Mowiol® 40-88, SIGMA
Aldrich Chemicals) como tensoativo, com vistas a permitir
a formagcdo de uma emulsdo 6leo em Aagua estavel. Para
permitir a evaporagdo do solvente organico é conduzida uma

agitagdo mecanica a 800 rpm, durante um periodo de 6
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horas, a temperatura ambiente. As microesferas sao
coletadas por centrifugagdo a 10.000 x g, lavadas trés
vezes com agua estéril, liofilizadas e armazenadas a 4°C.
A presengca de dimicolato de trealose é determinada por
cromatografia em camada delgada apdés dissolugdo das
particulas em cloreto de metileno. A distribuicdo de
didmetro das particulas foi determinada por difratometria
laser utilizando o CILAS 1064 Liquid apparatus (Cilas,
France) apresentando diadmetro médio entre 1 e 5 um. Os
resultados foram expressos como valores cumulativos de %
sob determinado didmetro. Microesferas de PLGA sem
adjuvante ou contendo dibehenato de trealose (Sigma, St.
Louis, USA) ou o lipideo controle nao relacionado (uma
mistura de glicerideos, Sigma, St. Louis, USA) encapsulado
em microesferas de PLGA sdo preparadas pelo mesmo
procedimento e usadas como controle.

EXEMPLO 3 - Preparo do plasmideo

Bactérias E. coli DH5a transformadas com o vetor
génico pCDNA3 ou pCDNA3modificado (pCDNA3m) e com o
plasmideo contendo o gene da hsp65 (pCDNA3-hsp65 ou
pCDNA3modificado-hsp65) foram cultivadas em meio LB BROTH
BASE (GIBCO BRL, Scotland) contendo ampicilina (SIGMA) na
concentragcdo de 100ug/mL. A construgdo pCDNA3modificado-
hsp65 foi derivada do vetor pCDNA3 (Invitrogen®,
Carlsbad, CA, USA) previamente digerido com Bam H I e Not
I (Gibco BRL, Gaithersburg, MD, USA) pela insercao de um
fragmento de 3,3 kb correspondente ao gene da hsp65 de M.
leprae e ao intron A do CMV (citomegalovirus). O vetor sem
o gene da hsp65 foi utilizado como controle. Os plasmideos
foram purificados wutilizando resinas de troca idénica
(Concert High Purity Maxiprep System, GIBCO BRL). A

quantificacao dos plasmideos foi feita por
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espectrofotometria em A

260 e 280 nm no aparelho Gene
Quant II (Pharmacia Biotech).

EXEMPLO 4 - Preparo da proteina recombinante

E. coli BL21 transformadas com o plasmideo pIL-161
contendo o gene que codifica a hsp65 de M. leprae, foram
cultivadas em 500 mL de meio LB BROTH BASE (GIBCO BRL,
Scotland) contendo ampicilina (SIGMA) na concentragdo de

100 pg/mL e IPTG (Isopropylthio-f-D-Galactoside, GIBCO

BRL) 0,1M, a 37°C sob agitacdo a 200 rpm em um incubadora
com agitacdo por 18 horas. Apds incubagdo, as células
foram coletadas por centrifugagdo a 7.500 rpm por 15
minutos em centrifuga J2HS (Beckman, rotor JS-7.5),
ressuspensaé em 10 mL de tampdo CE (Citrato de sdédio 30
mM, EDTA 10 mM, pH 6,1) e rompidas por meio de 3 pulsos de
100 W com duracdo de 1 minuto utilizando sonda de ultrasom
Vibra CellTM (Sonics & Materials, USA) em banho de gelo.
Apbdés  centrifugagdo a 16.500 rpm por 20 minutos, o
sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspenso em
30 mL de tampdo UPE (Uréia 6M, EDTA 20mM, fosfato de
potédssio monobdsico 50mM, pH 7,0) e agitado por cerca de 3
minutos em homogeneizador tipo “vortex”. A suspensdo foi
mantida sob agitacdo suave a temperatura ambiente por 15
minutos e entdo centrifugada a 16.500 rpm por 20 minutos.
Adicionou-se, ao sobrenadante, sulfato de aménio para uma
concentracdo final de 1 M e incubou-se em gelo por 30
minutos. Apds centrifugagdo a 16.500 rpm por 20 minutos, o
sedimento foi ressuspenso em 3 mL de PBS e exaustivamente
dialisado contra PBS.

EXEMPLO 5 — Preparo da microesfera contendo o plasmideo ou

a proteina recombinante

As microesferas foram obtidas pelo método de emulsao

miltipla e evaporacdo do solvente: a fase aquosa (0,3 mL)
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contendo somente o vetor plasmidial que n&o codifica a
proteina hsp65 (pCDNA3 ou PcDNA3modificado); ou o vetor
contendo o gene que codifica a proteina hsp65 (pCDNA3-
hsp65, pCDNA3modificado-hsp65); ou somente a proteina
hsp65 recombinante foi emulsionada em uma solucao de 400
mg de PLGA 50:50 (Resomer RG 505 da Boehringer Ingelheim)

em 30 mL de cloreto de metileno, sob forte agitacdo (8000

rpm) com o auxilio de um homogeneizador do tipo
Ultraturrax T50 (IKA® - Labortechnik, Germany) para se
obter uma emuls3o primaria A&gua/éleo (A/O). No caso do

preparo de microesferas contendo o ©plasmideo foram
utilizados 4 mg do plasmideo dissolvidos em 0,3 ml de fase
aquosa e€e; no caso da proteina recombinante 1 mg de
proteina em 0,3 mL de fase aquosa. Esta emulsdo foi
vertida na fase aquosa externa (100 mL), contendo 3% de
dlcool poli vinilico (Mowiol® 40-88, Aldrich Chemicals)
como tensoativo, e homogeneizada a fim de formar a emulsao
maltipla &gua/béleo/agua (AR/O/A). O solvente organico foi
eliminado por evaporagdo a temperatura ambiente sob
agitagdo moderada (300 a 800 rpm) com o auxilio de um
homogeneizador Eurostar (IKA® - Labortechnik, Germany)
por ©6 horas. As microesferas foram coletadas por
centrifugacdo a 10.000 x g em centrifuga Himac CR21
(Hitachi, rotor R20A2), lavadas 3 vezes com &agua estéril,
liofilizadas por 12  horas (liofilizador Edwards) e
armazenadas a 4°C. A distribuicdo de diédmetro das
particulas foi determinada por difratometria laser
utilizando o CILAS 1064 Liquid apparatus (Cilas, France).
Em todos os experimentos, o didmetro médio das particulas
foi em torno de 3 a 5 um, com populacdo dispersa entre 1 e
10 pm.

EXEMPLO 6 - Preparo de microesferas contendo proteina ou
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plasmideo e dimicolato

As microesferas foram obtidas pelo método da emulsao
miltipla e evaporacdo do solvente: a fase aquosa (0,3 mL)
contendo pCDNA3, PcDNA3modificado, pCDNA3-hsp65,
pCDNA3modificado-hsp65 ou hsp65 recombinante (4 mg para os
plasmideos e 1 mg para a proteina), foli emulsionada numa
solugdo (fase dispersante) contendo 0,5 mg de dimicolato
de trealose e 400 mg de PLGA 50:50 (Resomer RG 505 da
Boehringer Ingelheim) em 30 mL de cloreto de metileno, sob
forte agitacgéo (8000 rpm) com o auxilio de um
homogeneizador do tipo Ultraturrax TS50 (IKA® -
Labortechnik, Germany) para obter uma emulsdo primaria
dgua/bleo (A/O). Esta emulsdo foi vertida na fase aquosa
externa (100 mL), contendo 3% de 4lcool poli wvinilico
(Mowiol® 40-88, Aldrich Chemicals) como tensoativo, e
homogeneizada a fim de formar a emulsdo mualtipla
agua/déleo/4dgua (A/O/A). O solvente orgédnico foi eliminado

por evaporagdo a temperatura ambiente sob agitagéo

moderada (300 a 800 rpm) com o auxilio de um
homogeneizador Eurostar (IKA® - Labortechnik, Germany)
por 6 horas. As microesferas foram <coletadas por

centrifugacdo a 10.000 x g em centrifuga Himac CR21

(Hitachi, rotor R20A2), lavadas 3 vezes com &gua estéril,
liofilizadas por 12 horas (liofilizador Edwards) e
armazenadas a 4°C. A distribuicdo de diametro das

particulas foi determinada por difratometria laser
utilizando o CILAS 1064 Liguid apparatus (Cilas, France).
Em todos os experimentos, o didmetro médio das particulas
foi em torno de 3 a 5 pum, com populagdo dispersa entre 1 e
10 pm.

Exemplo 7 - Avaliacdo da expressdo de hsp65 em células

eucariotas transfectadas com o plasmideo encapsulado em
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microesferas

Células J774 (macréfagos de linhagem tumoral
originarios de camundongos BALB/c) e J774-hsp65 (células
J774 transfectadas com o vetor retroviral [pZIPNeoSV(x)]
carreando o gene da hsp65 de M. leprae) foram cultivadas
em meio RPMI 1640 (SIGMA) suplementado com 2 % de soro

fetal bovino inativado por aquecimento, a 37 °C em

atmosfera de 5 % de CO2. 100 pL da suspensdo de células

(5x10° células) foram adicionados a superficie de

laminulas estéreis em placas de 24 pogos e incubados por 3

horas para permitir a adesdo celular. Apds a incubacgdo, 1

mlL. de meio RPMI, contendo os devidos tratamentos, foi

adicionado a cada amostra. Os tratamentos utilizados foram

0s seguintes:

A) células J774 receberam 1 mL de meio RPMI servindo como
controle negativo da expressdo de hsp65;

B) células J774-hsp65 receberam 1 mL de meio RPMI servindo
como controle positivo da expressdo de hsp65;

C) células J774 receberam 1mL de meio RPMI contendo
PCDNA3modificado-hsp65 encapsulado em microesferas (10
microesferas/célula). As particulas foram ressuspensas
no meio e a concentragcido da suspensio foi acertada para
5x10° particulas/mL com o auxilio de uma camara de
Neubauer;

D) células J774 receberam 1 mL de meio RPMI contendo

PCDNA3modificado-hsp65 complexado com Lipofectin®
(GIBCO BRL).
Apds 24 horas de incubacdo, os sobrenadantes das culturas
foram removidos e repostos com 1 mL de meio RPMI. O meio
foil substituido a cada 48 horas. An&lises de
imunocitoquimica foram realizadas 10 e 20 dias apds o

inicio do teste.
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Para realizacdo da imunocitoquimica, as células foram
lavadas por trés vezes consecutivas em solucdo de PBS 0,01
M, pH 7,2 contendo 1 % de soro albumina bovina (BSA)
(SIGMA). Em seguida elas foram fixadas em paraformaldeido
4 3 por 30 minutos a temperatura ambiente, e novamente
lavadas. Todas as lavagens foram realizadas por trés vezes
consecutivas. Posteriormente, realizou-se o Dbloqueio da
peroxidase enddgena pela incubagdo com PBS contendo 3% de
H202 por 30 minutos a temperatura ambiente. Apds as
lavagens com PBS-BSA 1%, as células foram incubadas com
tampdo de bloqueio (3 % de soro de coelho, 1% de BSA e
0.01% de Triton X 100) por 1 hora & temperatura ambiente a
fim de se obter o blogqueio das 1ligag¢bes protéicas
inespecificas. Em seguida, adicionou-se o anticorpo anti-
hsp65 e incubou-se em cédmara uUmida a 4°C durante a noite.
O anticorpo monoclonal utilizado foi diluido (1:100) em
tampdo bloqueio e apds o periodo de incubacdo realizaram-
se as lavagens consecutivas e foi feita a incubagdo com
anticorpo anti-IgG de camundongo conjugado a biotina (B-
7022, Sigma) diluido (1:200) em tampdo bloqueio por 1
hora, & temperatura ambiente. Depois de novas lavagens
consecutivas com PBS-BSA 1% as laminulas foram incubadas
por 30 minutos a temperatura ambiente com o complexo
streptoavidina biotina-peroxidase (Streptoavidin-Dako
Corporation, CA-USA) preparado 30 minutos antes do uso, em
tampao bloqueio. Posteriormente as lavagens consecutivas
com  PBS-BSAlS%, procedeu-se a revelacgao da reacgao
utilizando o substrato 3-3’-Diaminobenzidina (SIGMA) (5mg
em 10 ml de PBS) adicionado a 180uL de H202 (20 volumes).
A revelagdo foi feita por 10 a 20 minutos, & temperatura
ambiente e protegida da luz. As reacdes foram
interrompidas com &gua destilada e as laminulas contra-

coradas com hematoxilina de Mayer previamente filtrada,

L R SO R S SRR
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por 5 a 10 minutos, a temperatura ambiente. Apds serem
lavadas com &gua destilada por duas vezes, azuladas com
agua amoniacal (solugdo aquosa de hidrdxido de amdnio a
0,5%) e, novamente lavadas com dgua destilada, as
laminulas foram secas a temperatura ambiente e montadas em
ladminas com Béalsamo do Canadd. O controle negativo das
reagdes foi realizado por meio da substituig¢do dos
anticorpos primé&rios por PBS ou isotipos de
imunoglobulinas n&o relacionados. A documentacgdo da
citoquimica foi realizada em microscdépio Aristoplan
(Leitz), acoplado ao sistema de fotografia MC80DX. Foi
demonstrado que o processo de encapsulamento ndo afeta a
funcionalidade do DNA, visto que macrdéfagos tratados in
vitro com microesferas contendo pCDNA3modificado~-hsp65 sdo
capazes de expressar a proteina.

Exemplo 8 - Imunizacdo e infecg¢do desafio.

Camundongos BALB/c adultos, 6 a 8 semanas de idade,
foram obtidos do biotério da Faculdade de Medicina de
Ribeir&do Preto, Universidade de S&o Paulo, e mantidos em
condi¢des padrdo de laboratédrio.

Os camundongos foram imunizados com as diversas
formulagdes de microesferas por via intramuscular ou
intratraqueal. As doses de microesferas utilizadas
variaram de 100 a 500 mg/kg e os esquemas testados foram
de dose uUnica para a via intratraqueal e de dose unica ou
trés doses para a via intramuscular. Os camundongos foram
desafiados ou sacrificados, 30 ou 60 dias apds o
tratamento com as microesferas, sendo feita entdo a
avaliagdo da resposta imune.

Para infec¢do desafio, os camundongos receberam, por
meio de administracdo intratraqueal (i.t.), uma dose de

10° unidades formadoras de coldnia (UFC) de M.

tuberculosis H37Rv, sob efeito de anestesia usando 200 pl




de tribromoetanol (Sigma), em PBS a 2,5%. Os animais
infectados foram mantidos em gaiolas sob condigdes
adequadas de biosseguranca. Os animais infectados foram
sacrificados em diferentes intervalos de tempo para

S caracterizagdo da reacdo inflamatdédria nos pulmdes e
avaliagdo da protecdo contra a infeccédo.

Exemplo 9 —~ Avaliag¢do de Citocinas

Os niveis de citocinas produzidas pelas células dos
pulmdes e bago dos animais inoculados com microesferas
010 foram medidos pela técnica ELISA. O tecido total dos

pulmdes foi homogeneizado em um dispositivo Ultraturrax

2

T 25 IKA (Labortechnik, Germany) por 5 minutos a 4 °C.
Tecido homogeneizado foi centrifugado a 10.000 x g por
15 minutos e o sobrenadante, filtrado com o auxilio de
15 um filtro com membrana de 0,22 um, foi wusado para
determinagdo de citocinas. As células esplénicas foram
cultivadas a 37°C em atmosfera de 5% de COz e
estimuladas in vitro com concanavalina A como estimulo
inespecifico ou hsp65 como estimulo especifico. Apds 48
20 horas o sobrenadante foi coletado para andlise de

o citocinas. Anticorpos monoclonais de captura e

biotinilados para TNF-a (MP6-XT22, MP6-XT3), IL-10
(JES5-2A5, JES5-16E3), IL-6 (MP5-20F3, MP5-32Cl1), IL-4
(BVD4-1D11, BVD6-24G2), IEFN-y (R4-6A2, XMG1l.2) e IL-12

25 (C15.6, C17.8), assim como citocinas recombinantes foram

adquiridas da Pharmingen (San Diego, CA). Os niveis de

TNF-o, IL-10, 1L-6, IL-4, IFN-y e IL-12 foram

determinados nos sobrenadantes pela técnica de ELISA,
conforme anteriormente descrito (Haagmans, B. L., A. J.
30 van den Eertwegh, E. Claassen, M. C. Horzinek, and V. E.
Schijns. 1994. Tumor necrosis factor-alpha production

during cytomegalovirus infection 1in immunosuppressed
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rats. J. Gen. Virol. 75:779-787), seguindo instruc¢des do
fabricante (Pharmingen, San Diego, CA). Foi construida
para cada ensaio uma curva padrdo usando preparac¢gdes com
concentrac¢des conhecidas de rTNF-a, rIL-10, rIL-6, rIL-

5 4, <rIFN-y, ou rIL-12 de camundongos. O limite de
detecgdo para todas as citocinas avaliadas foi de 15 pg
por mL.

Exemplo 10 — Dosagem de 6xido nitrico

Células do lavado broncoalveolar recuperadas de

010 camundongos tratados com microesferas carregadas com
dimicolato de trealose foram cultivadas em meio RPMI g%

contendo soro bovino fetal a 10% (GIBCO-BRL, Grand Island,

NY), Hepes a 10mM, Dbicarbonato de sédio a 20 mM,

penicilina e estreptomicina a 100 pg/ml (GIBCO-BRL). A

15 detecg¢do da producdo de 6éxido nitrico foi avaliada pela

dosagem de nitrito (NO2 ) no sobrenadante de cultura de

células resultantes do lavado broncoalveolar, utilizando-

se o método de Greiss (Stuehr, D.J., and C. F. Nathan.

1989. Nitric oxide.

20 A macrophage product responsible for cystostasis and
0‘ respiratory inhibition in tumor target cells. J. Exp. Med.
169:1543-1555). Utilizou-se uma diluicdo seriada de uma

solugdo de nitrito de sédio 200 pM para a construgdo da

curva padrdo.

25 O titulo foi entdo determinado a partir dessa curva
padrdo e tendo como limite de detecgdo 3 uM por 10°
células.

Em todos os experimentos, as formulacgdes, objeto da

presente inven¢do, apresentam caracteristicas adequadas,

30 ou seja, diadmetro inferior a 10um, para serem capturadas
por células fagociticas promovendo a vetorizagdo passiva

do material encapsulado. Fica também comprovado que o




processo de encapsulamento ndo afeta a funcionalidade do
DNA, visto que macrdéfagos tratados in vitro com
microesferas contendo pCDNA3modificado-hsp65 sao capazes
de expressar a proteina.

5 A presente invencdo ¢é adicionalmente explicada por
meio das tabelas abaixo, nas quais as Tabelas I e 1II
mostram que microesferas contendo a proteina hsp65
recombinante foram capazes de induzir uma resposta imune
especifica em niveis local e sistémico apds a

010 administragdo por via intratraqueal. Esta resposta foi
avaliada pelos niveis de interferon-y no sobrenadante de
cultura de células esplénicas de camundongos BALB/c &§
imunizados (Tabela I) e nos niveis de IL-12 no homogenato
de pulmdo de camundongos BALB/c imunizados (Tabela II).

15 Os niveis de interferon-gama (IFN-Y) foram
significativos, apds estimulo com a proteina recombinante
hspé5, somente em camundongos imunizados com hspé65
encapsulada em microesferas.

Camundongos que receberam hsp65 recombinante (r-

20 hsp65) em PBS ou microesferas sem antigeno n3o produziram

o niveis significativos de IFN-y. Os niveis de IFN-y apés

estimulo com concanavalina A (ConlA) foram usados como

controle positivo.
Os niveis de interleucina 12 (IL-12) foram

25 significativos para camundongos tratados com r-hsp65 e r-

hsp65 encapsuladas em microesferas.

Este resultado comprova a ©possibilidade de se
administrar as formulacdes advindas da presente invencéao
por outras vias além das vias parenterais.

30 TABELA I: Produgdo de IFN-y (pg/mL) no sobrenadante de
cultura de células esplénicas de camundongos BALB/c

imunizados - 30 dias apds imunizacdo.
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Formulacgdes Estimulos
utilizadas na Meio ConA Hsp65
imunizacéo
r-hsp65 em PBS 140, 4 7.264,9 470 (£ 32,1)
(+184,45) (£ 274,8)
r-hsp65 em 64,7 (*+11,9) 5.274,8 1.036,6
microesferas (x 628, 3) (x 93,1)
Microesferas 157,3 8.276,1 336,7
nido carregadas (£123, 9) (+ 482,7) (£ 47,3)
TABELA II: Producgdo de IL-12 (pg/g) no homogenato de

pulmdo de camundongos BALB/c imunizados - 30 dias apods

imunizacéao

Formulacdes utilizadas na IL-12

imunizacao (pg/g de drgao)
r-hsp65 em PBS 17.360,62 (+ 893,4)
r~hsp65 em microesferas 17.827,36 (x 978,6)
Microesferas ndo carregadas 6.506,60 (£ 843,4) Aj

Entretanto, administracdo por via parenteral,

da também

apds

formulagdes, objeto presente invengéo, sao

capazes de desencadear uma resposta imune especifica. Como

demonstram as Tabelas III, IV e V, a produgdo de IFN, IL-

12 e IL-6 no sobrenadante de cultura de células esplénicas
de camundongos BALB/c imunizados com uma uUnica dose de 5

mg de microesferas/animal por via intramuscular, 60 dias

apds imunizacéo, as microesferas contendo plasmideo,

objeto da presente invencdo, foram capazes de estimular

uma resposta imune especifica com uma dose reduzida de

plasmideo, se comparada ao processo convencional de

vacinacdo onde o DNA é administrado em solucdo com 3

doses, conforme relatam a invengdo descrita na patente
W095/31216 e os trabalhos de Silva e colaboradores (Lowrie

et al., Nature 400:269-271, 1999). Uma dnica dose de 5 mg
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de microesferas (contendo 30 pg de plasmideo) foi capaz de

induzir uma resposta imune comparavel a administragdo de 3

doses de 100 plasmideo ndo encapsulado. Este

Mg de

resultado demonstra wum avan¢o alcangcado pela presente

invengdo no que diz respeito & redugdo da quantidade de

material utilizado para induzir uma resposta imune
significativa, reduzindo o numero de inje¢des necessarias.
TABELA III: Producdo de IFN (ng/mL) no sobrenadante de

cultura de células esplénicas de camundongos BALB/c

imunizados com plasmideo e r-hsp65 em microesferas por via

IM - 60 dias apds imunizacéo.

Formulacdes Estimulos
utilizadas
na Meio ConA hsp65

imunizacdo

PCDNA3m em | 2,94 (+0,82) | 125,07 (+7,78) | 3,71(%1,14) |
microesferas

PCDNA3m- 2,41 (%0,31) [239,92(%12,79)] 24,95(% 1,24)

hsp65 em
microesferas

r-hspé65> em 2,75(%0,15) |138,47(+13,15)| 5,21(+0,28)
microesferas

Tabela IV: Produgdo de IL-12 (pg/mL) no sobrenadante de

cultura de células

esplénicas de camundongos BALB/c
imunizados com plasmideo e r-hsp65 em microesferas por via

IM - 60 dias apds imunizacédo.

Formulacdes Estimulos
utilizadas na

imunizacéo Meio hsp65

PCDNA3m em 699,67 735,67
microesferas (£83,15) (£217, 68)

pCDNA3m-hsp65 em 1.053,30 1.920,67

microesferas (£234,42) (x 320,20)

r-hsp65 em 719,67 856,01
microesferas (£129,31) (£44,23)




15

20

21/25

Tabela V: Produgdo de IL-6 (pg/mL) no sobrenadante de
cultura de células esplénicas de camundongos BALB/c
imunizados com plasmideo e r-hsp65 em microesferas por via

IM ~ 60 dias apdés imunizacgdo.

Formulacgdes Estimulos
utilizadas na

imunizacéo Meio ConA hsp65

PCDNA3m em 364,83 5.242,79 1.816,03

microesferas (£25,7) (£705,4) (£1.490,5)
pCDNA3m~hsp65 565, 67 4.309,89 3.730,44

em (£83, 8) (£359,1) (x 703,5)

microesferas

r-hsp65 em 494,40 5.178,01 7.436,17 \§
microesferas (£148,4) (£815,7) (£ 281,0) J NT

Em relagado a capacidade imunomodulatédria de

microesferas contendo DMT, as Tabelas VI e VII demonstram
que, apdés administragdo intratraqueal, a formulagd&o obtida
segundo a presente invencgdo foli capaz de estimular a
producdo de varias citocinas pelas células pulmonares bem
como de ativar macrdfagos alveolares como determinado pela
produgdo de 6xido nitrico.

A Tabela VI ilustra os resultados da avaliacdo da
produgcdo de citocinas pelas células pulmonares de

camundongos inoculados com microesferas contendo DMT, e

controles (salina tamponada-PBS, lipofectin LipCT e
dibehenato trealose-DBT). Os animais foram inoculados pela
via intratraqueal e apdés 60 dias os pulmdes foram
homogeneizados e as citocinas quantificadas no homogenato
do pulmdo por ELISA. Os dados s&o representativos de um
experimento reproduzido trés vezes.

Tabela VI: Produgdo de citocinas no homogenato de pulmo
de camundongos BALB/c tratados por via intratraqueal, 60

dias apds tratamento
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Tratamen- Citocinas (pg/mL)

to IFN—y IL-12 IL-10 I1-6 IL-4 TNF-o

PBS 9.720 13.125 22.835 7.783 49.684 2.804
(+841) (£2.203) | (£10.801) | (*1.412) | (£22.788) | (+418)

Lipidio 8.920 11.880 23.935 9.624 43.342 3.548

controle (421) (£346) (£2.744) (£707) (£5.764) | (¥724)

em micro-

esferas

DBT em 9.680 15.915 27.591 11.985 60.688 3.659

micro- (£950) (£2.034) (+4.138) (£1.758) | (£13.261) | (£412)

esferas

DMT em 19.200 26.577 47.163 17.781 111.504 5.855

micro- (£4.111) (£2.361) (£3.707) (£2.726) (£1.786) (X287)

esferas

A Tabela VII ilustra os resultados da avaliagdo da

produgdo de 6xido nitrico pelas células do lavado
broncoalveolar de camundongos inoculados com microesferas
contendo DMT e grupos controle (meio de cultura-meio,
lipofectin LipCT, dibehenato trealose-DBT e microesferas
sem adjuvante-Br). Aproximadamente 10° células totais do

lavado broncoalveolar foram obtidas em cada experimento e
colocadas em cultura por 24 horas a 37°C com 5% de CO;.

Posteriormente, os sobrenadantes das culturas foram
coletados e avaliadas as concentrag¢des de nitrito pelo
método colorimétrico de Greiss. A andlise estatistica pelo
teste de comparacdo multipla de Dunnett’s mostrou valores
significativos entre os tratamentos com DMT em fungdo do
meio (* p<0.0l) e DBT em fungdo do meio(*p<0.01l). Os dados
sdo representativos de um experimento reproduzido trés
vezes.

Tabela VII: Avaliagdo dos niveis de 6xido nitrico no
sobrenadante de cultura de células do lavado
broncoalveolar de camundongos BALB/c tratados por via

intratraqueal.
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Concentracdo (uM) de NOzI
Tratamento por 10° células
Meio de cultura 0,455 (X0, 063)
Microesferas ndo carregadas 0,045 (*0,05)
Lipidio controle em microesferas 0,045 (%0, 05)
DBT em microesferas 6,5 (£0,28)
DMT em microesferas 8,6 (£1,41)
As Tabelas VIII, IX e X ilustram os niveis dé
citocinas produzidos no homogenato de pulméo de

camundongos BALB/c desafiados com M.

tuberculosis H37Rv

apdés administracdo de microesferas contendo o plasmideo

mais o co-adjuvante dimicolato de trealose e controles.

Tabela VIII: Producdo de IL-10

(pg/mL) no

pulmdo de camundongos BALB/c imunizados e

M. tuberculosis

homogenato de

desafiados com

Formulacdes utilizadas na IL-10 (pg/g de 6rgao)
imunizagédo
N&o imunizados 4.799,15 (* 1.503,7)
Microesferas ndo carregadas 3.525,32 (* 2.594,4)
DMT em Microesferas 2.428,69 (£ 706,8)
pCDNA3m e DMT em Microesferas 4.654,18 (£ 300,9)
PCDNA3m~hsp65 e DMT em 14.25,30 (+ 6.580,9)
Microesferas
Tabela IX: Produgdo de IL-12 (pg/mL) no homogenato de

pulmdo de camundongos BALB/c imunizados e

M. tuberculosis

desafiados com

Formulacgdes utilizadas na IL-12 (pg/g de
imunizacdo Srgdo)

Ndo imunizados 25.817,28 (+ 3.286,2)

Microesferas n&o carregadas 26.945,16 (*+ 2.346,0)

DMT em Microesferas 15.852,67 (+ 1.002,4)

pCDNA3m e DMT em Microesferas 27.269,74 (£ 1.610,9)

pCDNA3m-hsp65 e DMT em 36.825,70 (£ 662,0)
Microesferas
Tabela X: Produgdo de IFN-y (pg/mL) no homogenato de

pulmd&o de camundongos BALB/c imunizados e

desafiados com
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| M. tuberculosis.
Formulagdes utilizadas na IFN-y (pg/9g de
imunizagéo érgdo)
Ndo imunizados 2.711,34 (£ 1.225,8)
Microesferas ndo carregadas 2.422,64 (£ 2.077,9)
DMT em Microesferas 1.728,51 (+ 363,9)
PCDNA3m e DMT em Microesferas 1.411,67 (£ 758,09)
PCDNA3m-hsp65 e DMT em 7.775,13 (+ 2.855,2)
Microesferas
O As Tabelas XI e XII ilustram os niveis de diferentes
isotipos de anticorpos no soro de camundongos BALB/c
imunizados com microesferas contendo o plasmideo mais o &%

5 co-adjuvante dimicolato de trealose e controles, antes e
apds infeccdo desafio com M. tuberculosis H37Rv.
TABELA XI: Avaliac&o da produgdo de anticorpos no soro de
camundongos BALB/c imunizados por via intramuscular com
microesferas contendo plasmideo mais o co-adjuvante

10 dimicolato de trealose 60 dias apds imunizacio

[ Formulacdes Titulo (Log 2)
o utilizadas na IgG IgGl IgG2a
imunizacéo

Ndo imunizados |1,90(+ 0,13) (0,64 (£ 0,04) |0,91(x 0,22)

Microesferas 2,56(£ 0,17) |0,84(+x 0,04) (1,63(x 0,19)

ndo carregadas

DMT em 2,25(% 0,34) {1,11(+ 0,35) [1,21(% 0,03)

Microesferas

PCDNA3m e DMT |3,23(x 0,39) [2,99(x 0,47) |2,64 (£ 0,14)

em Microesferas

PCDNA3m-hsp65 e |8,95(+ 0,10) [2,61(+ 0,07) {10,15(+ 0,04)
DMT em

Microesferas

TABELA XII: Avaliacdo da produgdo de anticorpos no soro de

B I.! .I (IS O A O LD ORIV B ROV I L M i Yl ol
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camundongos BALB/c imunizados por via intramuscular com
microesferas contendo plasmideo mais o co-adjuvante
dimicolato de trealose e desafiados com M. tuberculosis

H37Rv por via intratraqgueal.

Formulacgdes Titulo (Log 2)
utilizadas na IgG IgGl IgG2a
imunizacgédo

Ndo imunizados |1,90(+ 0,13) (0,64 (+ 0,04) |0,91(x 0,22)

Microesferas 2,56(x 0,17) {0,84(* 0,04) |1,63(x 0,19)

0 ndo carregadas
DMT em

Microesferas

2,25(x 0,34) |1,11(£ 0,35) (1,21(+ 0,03)

PCDNA3m e DMT |3,23(+ 0,39) |2,99(x 0,47) |[2,64(x 0,14)

em Microesferas

PCDNA3m-hsp65 e |8,95(+ 0,10) |2,61(x 0,07) {10,15(x 0,04)
DMT em

Microesferas

g
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1 - Composicgéo farmacéutica caracterizada por
compreender a proteina de choque térmico de 65 kDa de
Mycobacterium leprae ou um vetor génico, plasmideo,
contendo o gene que codifica a proteina de choque

5 térmico de 65 kDa de Mycobacterium Ileprae; e O
adjuvante dimicolato de trealose; encapsulados em
microesferas biodegradaveis.

2 - Composicgéao farmacéutica, de acordo com a
reivindicacdo 1, caracterizada pela proteina poder ser

10 recombinante ou purificada.

3 - Composicgédo farmacéutica, de acordo com a
reivindicagcdo 1, caracterizada por ser administrada
pelas vias aéreas superiores (intratraqueal, pulmonar
e nasal), oral e parenteral.

15 4 - Composicgéao farmacéutica, de acordo com a
reivindicagcdo 1, caracterizada pelas microesferas
biodegradaveis serem uma composicgéao polimérica
consistindo essencialmente de polimeros do é&cido
latico e co-polimeros do &cido la&tico e glicélico.

20 5 - Composicgéao farmacéutica, de acordo com as
reivindicacdes 1 e 4, caracterizada pelas microesferas
apresentarem didmetro médio variando de 1 a 20 pm.

6 - Método de obtencdo da composigdo farmacéutica
descrita nas reivindicagdes 1 a 5 caracterizado por na

25 primeira etapa do processo o antigeno ou vetor génico
serem adicionados a fase aquosa da emulsdo primaria e
o adjuvante ser adicionado a fase orgénica contendo o
polimero para formar a emulsdo primdria contendo esta

emulsdo antigeno ou vetor génico e adjuvante.
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