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“COMPOSICAO IMUNOGENICA, METODO IN VITRO PARA PRODUCAO
DA DITA COMPOSICAO IMUNOGENICA E USO DA MESMA PARA PREVENIR OU
INIBIR UMA INFECCAO POR MALARIA OU PARA TRATAR UMA INFECCAO POR
MALARIA EXISTENTE”

Campo Técnico

[001]A presente invencgao refere-se a malaria. Mais particularmente, esta in-
vencgao se refere ao uso de merozoitos da malaria quimicamente atenuados como
vacina contra malaria na fase sanguinea.

Fundamentos

[002]Uma vacina eficaz contra a malaria representara uma aquisicao susten-
tavel e econdmica as intervencdes atualmente disponiveis para o controle da mala-
ria. Vacinas contra a malaria tém sido experimentadas contra as diferentes fases da
infecgao pela malaria, tipicamente denominadas "fase de esporozoito", "fase hepati-
ca" e "fase sanguinea". A fase hepatica ocorre, quando os esporozoitos infectam os
hepatdcitos do hospedeiro, multiplicando-se assexuadamente e assintomaticamente
por um periodo de 8-30 dias. Uma vez instalados no figado, esses organismos se
diferenciam em milhares de merozoitos que, apds a ruptura de suas células hospe-
deiras, escapam para o sangue e infectam as células vermelhas sanguineas, inici-
ando assim a fase eritrocitica ou "fase sanguinea" do ciclo de vida. No interior das
células vermelhas do sangue, os parasitas continuam se multiplicando, mais uma
vez assexuadamente, periodicamente deixando seus hospedeiros para invadir novas
células vermelhas do sangue. Ocorrem varios destes ciclos de amplificagdo. Desse
modo, descrigdes classicas de ondas de febre surgidas das ondas simultaneas dos
merozoitos que escapam e infectam as células vermelhas do sangue.

[003]Vacinas para a fase sanguinea assexuada tém sido dirigidas a reducéo
do crescimento e multiplicagdo do parasita no sangue e, portanto, a ocorréncia ou

severidade dos sintomas. Essas vacinas deveriam reduzir a morbidade e a mortali-
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dade em decorréncia da malaria nos grupos mais suscetiveis (por exemplo, criangas
pequenas e mulheres gravidas) habitando areas endémicas para a malaria.

[004]JUma abordagem é testar vacinas de subunidade recombinante contra a
malaria na fase sanguinea, mas até o momento nenhuma das vacinas candidatas de
subunidade para a fase sanguinea evoluiu além dos testes de Fase Il

[005]Uma abordagem alternativa tem sido o uso de parasitas da fase san-
guinea total (por exemplo, merozoitos). Parasitas totais da fase sanguinea foram
administrados pela primeira vez a em 1948 quando Freund empenhou-se no desen-
volvimento de uma vacina do parasita total. Ao longo dos 30 anos seguintes foram
conduzidos mais de 12 estudos separados em macacos (resumidos em McCarthy e
Good, 2010) até que os antigenos da malaria foram clonados pela primeira fez em
1983, o0 que levou a era do paradigma da subunidade. A estratégia do parasita total
foi abandonada pelo desenvolvimento da vacina na fase sanguinea, porque se acre-
ditava que numeros altissimos de parasitas (5x107 - 10'°) seriam necessarios, tor-
nando impossivel preparar esse tipo de vacina em escala no sangue humano. O
unico adjuvante considerado util era o adjuvante completo de Freund, incompativel
com o ser humano.

[006]Mais recentemente, foram efetuadas tentativas na abordagem do "pa-
rasita completo de baixa dose" que pode ser caracterizada da seguinte maneira: (i)
pretende induzir uma resposta imune celular (célula T), contrariamente a uma res-
posta do anticorpo; (ii) doses baixissimas dos parasitas ndo sdo apenas suficientes,
mas essenciais para manter as baixas doses; e (iii) a imunidade heterdloga é induzi-
da porque presumivelmente determinantes antigénicos-alvos das células T s&o al-
tamente conservados entre cepas e espécies de Plasmodium (Pinzon-Charry et al,
2010), eliminando um dos principais impedimentos das vacinas de subunidades que
buscam induzir anticorpos dirigidos as proteinas da superficie de célula vermelha

infectada ou merozoito polimérfico. Ademais, doses muito baixas dos parasitas su-
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plantam o impedimento logistico de obter sangue em volume suficiente para a pre-
paracdo de uma vacina em escala ou a necessidade de encontrar uma maneira de
promover o crescimento dos parasitas em cultura axénica. Os dois fatores cruciais
da dose do parasita e da resposta imune celular estdo, na verdade, em estreita cor-
relacdo. Para induzir uma vigorosa resposta imune celular € importante utilizar ape-
nas uma baixa dose de parasitas (Elliott et al, 2005).

[007]Trés estudos relatam que humanos ou camundongos foram imunizados
com doses baixissimas de parasitas totais — dois nos quais os vacinados receberam
uma dose baixissima de ceélulas vermelhas vivas infectadas (com suspenséo da in-
fecgcédo pelos farmacos bem antes que os parasitas fossem visualizados no sangue
por microscopia; Elliott et al, 2005; Pombo et al, 2002), e o outro em que camundon-
gos foram imunizados com 100-1000 células vermelhas infectadas mortas mistura-
das com CpG e Alum para a imunizagdo primaria (Pinzon-Charry et al, 2010). Tanto
em humanos quanto em camundongos, as respostas imunes foram caracterizadas
pela forte resposta proliferativa in vitro aos parasitas das células T CD4+ +/- CD8+,
secregao de y-interferon e indugdo da sintase do 6xido nitrico nas células mononu-
cleares do sangue periférico. Anticorpos especificos do parasita ndo foram induzi-
dos, ou foram induzidos em niveis muito baixos. Células T de memoria (“central” e
“efetora”) foram induzidas. Sugeriu-se que as células T de memoaria induzidas teréo
especificidade para antigenos internos do parasita e que serédo altamente conserva-
dos, ja que ndo estdo sujeitos a presséo seletiva imune das células B e anticorpo.
Esse foi o caso para o principal antigeno alvo da célula T de Plasmodium falciparum
até entdo identificado, a enzima de salvamento da purina, HGXPRT (Makobongo et
al, 2003) onde a imunidade pareceu ser mediada exclusivamente pelas células T.

[008]A exigéncia para o salvamento do nucleotideo da purina pelos parasitas
da malaria na fase sanguinea tem sido explorada através da produgéo de parasitas

da malaria geneticamente atenuados desprovidos de um gene funcional codificador
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do transportador do nucleotideo da purina 1 (Pyntl-), que, com a administragdo a
camundongos conferiu imunidade estéril contra a infecgado por malaria subsequente
(Ahmed et al., 2010; Publicagao Internacional 2008/094183). No entanto, a aplicabi-
lidade desta abordagem aos humanos é questionavel devido a possibilidade de se-
lecdo do "surto" genético apds a administragdo a humanos.

Sumario

[009]A presente invencao reconhece que as preparagdes para a vacina do
parasita da malaria total até o momento consistiram em uma infecgéo viva (seguida
de cuidados medicamentosos antes de a parasitemia tornar-se evidente e sintomati-
ca) ou uma preparagao de congelamento/descongelamento requerendo que CpG e
alum sejam eficazes. Nenhuma destas modalidades de entrega € adequada ao uso
humano. Ademais, o uso de parasitas da malaria totais geneticamente atenuados
em humanos € obstruido por questdes de seguranga. No entanto, surpreende que o
tratamento de merozoitos ou células vermelhas do sangue infectadas com merozoi-
tos, junto com agentes de ligagdo ao DNA, como a tafuramicina A ou centanamicina,
ou analogos ou derivados dessas substancias, atenue suficientemente os merozoi-
tos para permitir a administragcdo de merozoitos ou células vermelhas do sangue
infectadas para fins de imunizagdo contra malaria. Causa ainda mais surpresa que
esta imunizagao é eficaz como dose unica na auséncia de adjuvante. Outro benefi-
cio inesperado € que os merozoitos tratados de um isolado, cepa ou espécie de ma-
laria particular de Plasmodium imunizardo contra a infecgcado por isolados, cepas e
espécies heterologos de Plasmodium.

[0010]Portanto, a invengao € largamente dirigida a uma composi¢ao de vaci-
na que compreende parasitas da malaria na fase sanguinea, totais, quimicamente
atenuados, preferencialmente na auséncia de adjuvante.

[0011]Uma modalidade preferencial inclui a administracdo de uma dose bai-

xa de parasitas da malaria na fase sanguinea atenuados, tanto como células verme-
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Ihas do sangue infectadas por parasita quanto como parasitas purificados na fase
sanguinea na auséncia de adjuvante. Ainda mais preferencialmente, uma unica bai-
xa dose dos parasitas da malaria na fase sanguinea atenuados ou células verme-
Ihas do sangue infectadas é suficiente para imunizar a infecgdo por malaria subse-
quente.

[0012]Preferencialmente, as células vermelhas do sangue infectadas por pa-
rasita sao células intactas.

[0013]Em um aspecto, a invengao fornece um método de producédo de uma
composi¢gdo imunogénica que inclui a etapa de tratar parasitas da malaria na fase
sanguinea ou células vermelhas do sangue infectadas com os ditos parasitas da ma-
laria na fase sanguinea com centanamicina, tafuramicina A ou analogo ou derivado
dessas substancias, para produzir deste modo a composi¢ao imunogénica.

[0014]Por conveniéncia, o método elimina a etapa de inclusdo de um adju-
vante.

[0015]Em outro aspecto, a invengao fornece uma composigdo imunogénica
que compreende parasitas da malaria na fase sanguinea ou células vermelhas do
sangue infectadas com os ditos parasitas da malaria na fase sanguinea que foram
tratados com centanamicina, tafuramicina A ou analogo ou derivado dessas subs-
tancias; e um carreador, diluente ou excipiente imunologicamente aceitavel.

[0016]Por conveniéncia, a composi¢cao imunogénica n&o inclui um adjuvante.

[0017]Em outro aspecto ainda, a invencao fornece uma composi¢cdo imuno-
génica para uso no tratamento ou prevencdo da malaria, a dita composi¢do imuno-
génica compreendendo parasitas da malaria na fase sanguinea ou células verme-
Ihas do sangue infectadas com os ditos parasitas da malaria na fase sanguinea que
foram tratados com centanamicina, tafuramicina A ou analogo ou derivado dessas
substancias; e um carreador, diluente ou excipiente imunologicamente aceitavel.

[0018]Por conveniéncia, a composi¢cao imunogénica n&o inclui um adjuvante.
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[0019]Em outro aspecto ainda, a invencao fornece um método para o trata-
mento ou prevencdo da malaria, o dito método incluindo a etapa de administrar a
composi¢cdo imunogénica do aspecto antes mencionado a um animal para deste
modo evitar ou inibir a infecgdo por malaria ou tratar uma infecgdo por malaria exis-
tente no dito animal.

[0020]Preferencialmente, o método inclui administrar uma dose unica da dita
composi¢cdo imunogénica para deste modo evitar ou inibir infec¢do por malaria ou
tratar uma infeccédo por malaria existente no dito animal.

[0021]Por conveniéncia, o método nao inclui a administragdo de um adjuvan-
te.

[0022]Tipicamente, os parasitas da malaria na fase sanguinea ou células
vermelhas do sangue infectadas com os ditos parasitas da malaria na fase sangui-
nea sao uma “dose baixa” de parasitas da malaria na fase sanguinea.

[0023]Tipicamente, de acordo com os aspectos mencionados, os parasitas
da malaria na fase sanguinea incluem, ou s&o, merozoitos, esquizontes, anéis ou
trofozoitos, muito embora sem limitar-se aos citados.

[0024]Preferencialmente, o animal dos aspectos mencionados é o ser hu-
mano.

[0025]A0 longo deste relatorio descritivo, a menos que o contexto determine
de outra forma, as palavras "compreendem"”, "compreende" e "que compreende" se-
réo entendidas de forma a incluir um numero inteiro informado ou grupo de numeros
inteiros, porém nao excluindo qualquer outro numero inteiro ou grupo de numeros
inteiros.

Breve Descrigdo das Figuras

[0026]Figura 1: camundongos A/J foram vacinados com 5 doses de 10*
RBCs parasitadas por P. chabaudi (pRBC). Os parasitas foram atenuados in vitro

utilizando centanamicina a 2 yM por 40 minutos. pRBC foram ent&o lavadas abun-
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dantemente antes de administradas aos camundongos. Os camundongos foram in-
fectados com P. chabaudi (10° pRBC/camundongo - iv) 21 dias apds a vacinagao
final. Os dados no painel superior representam a parasitemia média de 5 camun-
dongos por grupo +/- SEM. Todos os camundongos n&o expostos (naive) sucumbi-
ram ou eliminado por eutanasia no 8° dia. Os dados no painel inferior mostram as
pontuacdes clinicas, onde 0 representa auséncia de sinais de sofrimento.

[0027]Figura 2: camundongos A/J foram vacinados com uma dose unica de
10* pRBC de P. chabaudi. Os parasitas foram atenuados in vitro utilizando centana-
micina a 2 uM por 40 minutos. pRBC foram entdo lavadas abundantemente antes de
administradas aos camundongos. Os camundongos foram infectados com P. cha-
baudi (10° pRBC/camundongo - iv) 35 dias apds a vacinagéo final. Os dados repre-
sentam a parasitemia média de 5 camundongos por grupo +/- SEM. Todos os ca-
mundongos nao expostos (naive) sucumbiram ou foram eliminados por eutanasia no
8° dia.

[0028]Figura 3: camundongos A/J foram vacinados com 3 doses ou uma do-
se Unica de 10* RBCs parasitadas por P. chabaudi. Os parasitas foram atenuados in
vitro utilizando centanamicina a 200 nM por 40 minutos. pRBC foram ent&o lavadas
abundantemente antes de administradas aos camundongos. Os camundongos fo-
ram infectados com P. chabaudi (105 pRBC/camundongo -iv) 21 dias apds a vacina-
¢ao final. Os dados representam a parasitemia média de 5 camundongos por grupo
+/- SEM. todos os camundongos naive sucumbiram ou foram eliminados por eutana-
sia no 9° dia.

[0029]Figura 4: camundongos A/J foram vacinados com 3 doses (cada dose
com intervalo de uma semana) de 104, 10° ou 108 pRBC de P. chabaudi. Os parasi-
tas foram atenuados in vitro utilizando centanamicina a 2uM por 40 minutos. pRBC
foram entdo lavadas abundantemente antes de administradas aos camundongos. Os

camundongos foram infectados com P. chabaudi (10° pRBC/camundongo - iv) 14
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dias apds a vacinagéo final representam a parasitemia média de 5 camundongos por
grupo +/- SEM. todos os camundongos naive sucumbiram ou foram eliminados por
eutanasia no 9° dia.

[0030]JA Figura 5: camundongos A/J foram vacinados com uma dose unica
de 107 RBCs parasitadas por P. chabaudi. Os parasitas foram atenuados in vitro uti-
lizando centanamicina a 2uM ou 200nM por 40 minutos. pRBC foram entdo lavadas
abundantemente antes de administradas aos camundongos. Os camundongos fo-
ram infectados com P. chabaudi (10° pRBC/camundongo -iv) 14 dias apds a vacina-
¢ao final. Os dados representam a parasitemia média de 5 camundongos por grupo
+/- SEM. #500 pl de sangue foram extraidos dos camundongos imunizados no 42°
dia pos-inoculacéo e transferidos aos camundongos repérter naive. Nao foram de-
tectados parasitas por microscopia 14 dias antes da infecgao.

[0031]A Figura 6: Dados da Pontuagéao Clinica.

[0032]0-4 pontos camundongos exibindo dois ou mais pontos na Categoria 2
por 2 dias consecutivos sdo selecionados.

[0033]Categoria 1:

Normal (0) Aparéncia saudavel

Leve: (1) Ativo, responsivo, Pelo ligeiramente erigcado.

(2) Pelo erigado, movimentos lentos, respostas lentas.

[0034]Categoria 2:

Moderado: (3) Pelo erigado, inativo, n&o responsivo.

Severo: (4) Pelo opaco, imovel, palour, carga parasitaria alta, hematuria.

[0035]Figura 7: Comparacao da vacina de pRBC preparada utilizando centa-
namicina (composto da formula Ill) ou um analogo, TH-III-149, também conhecido
como tafuramicina A (composto da formula Il). Os dois compostos foram utilizados
na concentracao de 2uM e pRBC foram incubadas por 40 minutos a 37°C antes que

os compostos fossem lavados das células trés vezes. Os camundongos A/J imuni-
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zados com células vermelhas do sangue parasitadas por P. chabaudi atenuadas
com centanamicina ou tafuramicina A (TH-III-149) (pRBC; fases de anel) foram sub-
metidas a: (A) infecgdo homdloga com 10° parasitas de P. chabaudi; ou (B) infecgéo
heteréloga com 10* parasitas de P. vinckei.

[0036]Figura 8: Condigao para que as membranas da RBC permanegam in-
tactas para eficacia da vacina. Os camundongos foram imunizados com uma unica
injecdo intravenosa de: 108 células vermelhas do sangue parasitadas na fase de
anel de P. chabaudi intactas (pRBC) que foram atenuadas por incubagdo em centa-
namicina 2uM (composto da férmula Ill) por 40 minutos; ou 10 pRBC na fase de
anel de P. chabaudi que foram atenuadas in vitro por incubagdo em centanamicina
2uM (composto da formula Ill) por 40 minutos e entdo submetidas a lise em agua
destilada. Os camundongos foram infectados 2 semanas depois da imunizagdo com
10° pRBC de P. chabaudi.

Descri¢cao Detalhada

[0037]A presente invencéo € confirmada, pelo menos parcialmente, na des-
coberta de que uma unica dose baixa de parasitas da malaria na fase sanguinea
tratados com centanamicina ou tafuramicina A (por exemplo, merozoitos, esquizon-
tes, anéis ou trofozoitos, sem limitar-se aos citados) ou de células vermelhas do
sangue infectadas com os mesmos, imunizam efetivamente contra a infec¢gdo por
malaria subsequente na auséncia de adjuvante. Ademais, merozoitos de um isolado,
cepa ou espécie particular da malaria tratados com centanamicina ou tafuramicina A,
imunizardo contra a infecgdo através de isolados, cepas e espécies heterdlogos da
malaria. Um atributo particular da invencéo € que a imunizagdo com células verme-
Ihas do sangue parasitadas (pRBC) tratadas de acordo com a invencéo sdo ideais
quando utilizam pRBCs intactas.

[0038]Por conseguinte, em um aspecto preferencial, a invengao fornece um

meétodo de producdo de uma composi¢cdo imunogénica que inclui a etapa de tratar

Peticao 870210112351, de 03/12/2021, pag. 20/60



10/27

parasitas da malaria na fase sanguinea isolados ou purificados ou células vermelhas
do sangue infectadas com os ditos parasitas da malaria na fase sanguinea com cen-
tanamicina, tafuramicina A ou analogo ou derivado dessas substancias, para produ-
zir desse modo a dita composi¢cdo imunogénica.

[0039]Em outro aspecto preferencial, a invencdo fornece uma composi¢cao
imunogénica que compreende uma dose baixa de parasitas da malaria na fase san-
guinea isolados ou purificados ou células vermelhas do sangue infectadas com os
ditos parasitas da malaria na fase sanguinea que foram tratados com centanamicina,
tafuramicina A ou analogo ou derivado dessas substancias, a dita composig&o exclu-
indo adjuvante.

[0040]Em mais um aspecto preferencial, a invengao fornece uma composi-
¢ao imunogénica para evitar ou tratar a malaria, a dita composicdo imunogénica
compreendendo uma dose baixa de parasitas da malaria na fase sanguinea isolados
ou purificados ou células vermelhas do sangue infectadas com os ditos parasitas da
malaria na fase sanguinea que foram tratados com centanamicina, tafuramicina A ou
analogo ou derivado dessas substancias, a dita composi¢céo excluindo adjuvante.

[0041]Em outro aspecto preferencial, a invengao fornece um método para o
tratamento ou preveng¢ao da malaria, o dito método incluindo a etapa de administrar
a composigao imunogénica do aspecto citado a um animal para deste modo evitar
ou inibir a infecgdo por malaria ou tratar uma infecgdo por malaria existente no dito
animal, o dito método excluindo a administragdo do adjuvante.

[0042]Tipicamente, os parasitas da malaria na fase sanguinea sdo, ou inclu-
em, merozoitos esquizontes, anéis ou trofozoitos, no entanto, sem limitar-se aos ci-
tados. Por exemplo, os parasitas da malaria na fase sanguinea podem ser merozoi-
tos purificados ou um mistura de merozoitos isolados e outros parasitas da malaria
na fase sanguinea, tais como esquizontes, anéis e ou trofozoitos.

[0043]E interessante perceber a partir do exposto que uma modalidade da
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invencéao se refere a um tratamento in vitro dos parasitas da malaria na fase sangui-
nea isolados ou purificados, tais como merozoitos ou células vermelhas do sangue
infectadas com parasitas na fase sanguinea (por exemplo, merozoitos, esquizontes,
anéis ou trofozoitos, no entanto, sem limitar-se aos citados), com centanamicina,
tafuramicina A ou um analogo ou derivado da centanamicina ou tafuramicina A. Este
tratamento é eficaz na atenuagcédo quimica dos parasitas da malaria na fase sangui-
nea (por exemplo, merozoitos, esquizontes, anéis ou trofozoitos, no entanto, sem
limitar-se aos citados) sem matar o parasita, por exemplo, inibindo a replicagdo do
parasita. Tipicamente, os parasitas da malaria na fase sanguinea atenuados n&o sao
capazes de proliferar, ou essa capacidade é limitada, depois da atenuacao através
do tratamento com centanamicina ou tafuramicina A.

[0044]A centanamicina € um agente alquilante e de ligagdo ao DNA aquiral
sintetizada logicamente a partir da (+)-duocarmicina SA que é desprovida de um es-
tereocentro. A centanamicina é ligada covalentemente a adenina-N3 no motivo da
sequéncia de DNA (A/T)AAA.

[0045]A tafuramicina A € um agente alquilante e de ligacdo ao DNA sinteti-
zada logicamente a partir das duocarmicinas que compreende um estereocentro.

[0046]Por "analogos ou derivados da centanamicina ou tafuramicina A” en-
tende-se qualquer molécula com afinidades estruturais a centanamicina ou tafurami-
cina A que exiba ligagdo as sequéncias de nucleotideo contendo AT para induzir,
desta maneira, danos ao DNA.

[0047]Centanamicina, tafuramicina A, analogos ou derivados, inclusive ana-
logos e derivados racémicos, quirais e aquirais da duocarmicina e CC-1065, isbme-
ros, sais ou solvatos racémicos, quirais e aquirais dessas substancias também sao
estdo  descritos nos  documentos @ WO02002/030894, WO2008/050140,
W02009/064908, Howard et al., 2002 e Purnell et al., 2006, Chavda et al., 2010 e

Patente dos Estados Unidos 6660742. Cita-se particularmente os analogos seco-iso-
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ciclopropilfurano[2,3-e]indolina-TMI  (TH-Ill-149 ou tafuramicina A) e seco-
ciclopropiltetrahidrofurano[2,3-flquinolina-TMI (TH-111-151 ou tafuramicina B) de CC-
1065 e as duocarmicinas como descritas em Howard et al., 2002, supra e Purnell et
al., 2006, supra.

[0048]0  seco-hidroxi-aza-CBI-TMI  aquiral, um composto  seco-
ciclopropilpirido[e]indolona (CPyl), € um exemplo de um analogo da centanamicina
como descrito em Chavda et al., 2010, supra. Os analogos 5-metil-furano racémicos
e quirais da tafuramicina A sao descritos em Purnell et al., 2006, supra.

[0049]Em uma modalidade preferencial, a centanamicina, tafuramicina A ou

0 analogo ou derivado € um composto da formula I:

(1)

onde,

R1 é NHR ou OR, onde R é selecionado entre H, benzil, benziloxicarbonil, 4-
nitrobenziloxicarbonil e N'-metilpiperazinil-N-carbonil;

R2 é selecionado entre H e alquila C1-s;

R3 é selecionado entre H e alquila C1-s;

ou Rz e Rs, formam um anel fundido selecionado entre o grupo formado por
um anel de benzeno, um anel de pirrol, um anel de piridina, um anel de furano e um
anel de 5-metil-furano, e esse anel fundido pode ser opcionalmente substituido por
alquila C+-s, CF3 ou alquiloxicarbonil C1-s;

Y é um radical alquileno selecionado entre -CH2-, -CH2CH2- ou -CH2CH2CH2-
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; ou Y pode ser -CH- para formar um anel com cinco membros com Rg;

X € um grupo abandonador eletrofilico;

R4 é selecionado entre H, alquila C1.6, um grupo -CHz- ligado a Y para for-
mar um anel com cinco membros ou um grupo -CH2- ligado a -CH2- ao qual X é
anexado para formar um anel com seis membros;

R5 é formado do grupo formado por:

(@)
N
. | -0 Y3

onde Y1 e Y2sdo independentemente selecionados entre O e NH;

OMe

MeO  OMe

OMe
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*

(9) |
N ’ ci
TN~
o
()
-

(i) t-butoxi, benziloxi e 9-fluorenilmetiloxi.

e

[0050]Em uma modalidade particular do composto da formula I:

Preferencialmente, R1 € OH.

Preferencialmente, Rz e R3 juntos formam um anel de furano.

Preferencialmente, Y é -CH- e forma um anel de cinco membros com Ra.

Preferencialmente, X é selecionado entre cloro, bromo, iodo, mesilato, tosila-
to, tio, amobnio, alquilsulfoxil.

Mais preferencialmente, X é selecionado entre cloro, bromo, iodo, mesilato e
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tosilato.

Ainda mais preferencialmente, X é cloro.

Preferencialmente, R4 € um grupo —CHz2- ligado a Y para formar uma estrutu-
ra de anel com cinco membros.

Preferencialmente, Rs é:

OMe

MeO OMe

[0051]Uma forma preferencial desta modalidade € um composto da férmula

Il (tafuramicina A):
OMe

OMe

OMe

(1)

[0052]Em outra modalidade do composto da formula I:

Preferencialmente, R1 € NHa2.

Preferencialmente, R2 e Rs juntos formam um anel de benzeno.

Preferencialmente, Y é -CH-.

Preferencialmente, X é selecionado entre cloro, bromo, iodo, mesilato, tosila-
to, tio, amébnio, alquilsulfonil C1-6 e alquilsulfoxil C1-s.

Mais preferencialmente, X é selecionado entre cloro, bromo, iodo, mesilato e
tosilato.

Ainda mais preferencialmente, X é cloro.
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Preferencialmente, R4 € H ou alquila C1-s.

Preferencialmente Rs é

/

HN-~ OMe

MeO OMe

[0053]Uma forma preferencial desta modalidade € um composto da férmula

[l (centanamicina):

OMe

OMe
Cl

OMe

N‘Hz
(1)

[0054]Em outra modalidade do composto da formula |;

Preferencialmente, R1 & OH.

Preferencialmente, R2 e R3 juntos formam um anel de piridina opcionalmente
substituido por com alquila C1-s.

Preferencialmente, Y é -CH-.

Preferencialmente, X é selecionado entre cloro, bromo, iodo, mesilato, tosila-
to, tio, amébnio, alquilsulfonil C1-6 e alquilsulfoxil C1-s.

Mais preferencialmente, X é selecionado entre cloro, bromo, iodo, mesilato e
tosilato.

Ainda mais preferencialmente, X é cloro.

Preferencialmente, R4 € H ou alquila C1-s.

Preferencialmente, Rs é
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HN- OMe

MeO OMe

[0055]Uma forma preferencial desta modalidade € um composto da férmula

IV (AS-VIII- 104):
OMe

OMe

(IV)

[0056]Concentracdes tipicas, embora nao limitantes de centanamicina, tafu-
ramicina A ou analogos ou derivados para o tratamento de parasitas da malaria na
fase sanguinea estdo na faixa de 0,01 a 10 uM. Preferencialmente, a concentragéo é
inferior a 5uM, mais preferencialmente inferior a 2uM ou na faixa de cerca de 0,1-1
MM ou cerca de 0,2uM. A duragao do tratamento pode estar na faixa de 1 minuto a
12 horas, preferencialmente 10 minutos a 4 horas ou mais preferencialmente por
cercade 0,5, 1, 1,5 ou 2 horas.

[0057]0s parasitas da malaria na fase sanguinea tratados com centanamici-
na ou tafuramicina A podem ser utilizados na preparagao da composi¢gao imunogéni-
ca como preparacao do parasita isolado, purificado ou parcialmente purificado, ou os
parasitas da malaria na fase sanguinea tratados com centanamicina ou tafuramicina
A podem ser utilizados para infectar as células vermelhas do sangue, que sao entao
utilizadas na preparagao da composi¢cao imunogénica. Como opgéo, as células ver-
melhas do sangue infectadas com parasitas da malaria na fase sanguinea podem

ser tratadas com centanamicina e entdo utilizadas para preparar a composi¢ao imu-
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nogénica.

[0058]Neste contexto, entende-se por "isolado" o material (por exemplo, pa-
rasitas da malaria na fase sanguinea) que tenha sido removido de seu estado natu-
ral ou sendo submetidos a manipulagcdo humana. O material isolado pode estar
substancialmente ou essencialmente livre de componentes que normalmente o
acompanham em seu estado natural, ou pode ser manipulado para permanecer em
estado artificial junto com componentes que normalmente o acompanham em seu
estado natural. O material isolado (por exemplo, parasitas na fase sanguinea, tais
como merozoitos, esquizontes, trofozoitos ou anéis) pode estar na forma purificada
ou parcialmente purificada.

[0059]Como antes descrito, um atributo preferencial da presente invencao é
gue a composi¢ao imunogénica compreende uma dose baixa de parasitas da mala-
ria na fase sanguinea, a saber, merozoitos esquizontes, trofozoitos ou anéis.

[0060]Por "dose baixa" no contexto de parasitas da malaria na fase sangui-
nea (como merozoitos, esquizontes, anéis ou trofozoitos, no entanto, sem limitar-se
aos citados) significa uma dose administrada em que a densidade resultante do pa-
rasita € suficientemente baixa para ndo permitir sua detecgédo no esfregaco do san-
gue. Em relagcdo a malaria, a baixa dose é tipicamente mencionada como uma infec-
¢ao subpatente. Uma baixa dose €, por conveniéncia, capaz de induzir a resposta de
uma célula T quando administrada a um animal. Preferencialmente, a resposta imu-
ne € caracterizada por induzir a resposta de uma célula T e preferencialmente nao
induzir as células B a produzirem niveis detectaveis, ou somente baixos niveis, de
anticorpos. Um baixo nivel de producdo de anticorpo preferencialmente se refere a
um nivel em que n&o seria suficiente proteger o animal contra o parasita da malaria.

[0061]A dose baixa pode estar na forma de células vermelhas do sangue in-
fectadas por parasita (pPRBC). As pRBC podem ser administradas como células in-

tactas ou como lisato. Preferencialmente, as pRBC estdo na forma intacta.
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[0062]As pRBC podem ser obtidas a partir do sangue de um animal infecta-
do pelo parasita antes do tratamento com centanamicina ou tafuramicina A. Como
alternativa, para produzir pRBCs in vitro, células vermelhas do sangue né&o infecta-
das podem ser obtidas de um animal e entdo infectadas in vitro com, parasitas da
malaria na fase sanguinea pré-tratados com centanamicina ou tafuramicina A, ou
com parasitas da malaria na fase sanguinea nao tratados para que as pRBC sejam
Posteriormente tratadas com centanamicina ou tafuramicina A, e assim atingir a
pRBC em baixa dose.

[0063]Uma baixa dose tipica € no maximo de 10" pRBC por exemplo, inclu-
indo 108, 10°%, 104, 103, 102 ou 10 pRBC. As faixas preferenciais para a baixa dose
incluem 10'-10%, 10'-10%, 10'-10%, 10'-103, 10'-103, 102-108, 102-10%, 102-10%, 102-
103, 103-10%,103%-105,103-10%,104-10%, 10%-10% pRBC per dose.

[0064]Em outra modalidade, a dose baixa pode estar na forma de parasitas
da malaria na fase sanguinea purificados, como merozoitos purificados ou uma mis-
tura de merozoitos e esquizontes, por exemplo. Uma baixa dose preferencialmente &
de ndo mais que 107 parasitas da malaria na fase sanguinea isolados ou purificados,
inclusive 10°, 105, 104, 103, 102 ou 10 parasitas da malaria na fase sanguinea. Fai-
xas preferenciais de baixa dose incluem 10'-108, 10"-105, 10"-10%, 10'-103, 10'-108,
102-108, 102-105, 102-104, 10%-103, 103-10°,10%-105,103-10%,10%-108, 10-10° parasitas
na fase sanguinea isolados ou purificados por dose.

[0065]Como aqui utilizado, "malaria" inclui todas as formas da doenca cau-
sada pelos protistas protozoarios do género Plasmodium.

[0066]O género "Plasmodium" inclui as espécies Plasmodium falciparum,
Plasmodium vivax, Plasmodium malariae, Plasmodium ovale, Plasmodium knowlesi,
Plasmodium berghei, Plasmodium yoelii, Plasmodium chabaudi e Plasmodium vin-
ckei. Nas modalidades relevantes a malaria em humanos, a espécie Plasmodium

causadora sao tipicamente Plasmodium falciparum e Plasmodium vivax. Por conve-
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niéncia, para o tratamento de humanos a composi¢do imunogénica e o método de
tratamento profilatico e terapéutico da malaria compreende uma ou mais cepas ou
isolados de Plasmodium falciparum e/ou Plasmodium vivax tratados com centanami-
cina ou tafuramicina.

[0067]Uma vantagem preferencial esperada da presente invengdo é que os
parasitas da malaria na fase sanguinea tratados com centanamicina ou tafuramicina
A de um isolado, cepa ou espécie particular de Plasmodium, pela administracdo a
um animal, imunizarao contra a infecgéo por isolados, cepas e ou espécies heterdlo-
gas de Plasmodium. Por patdégeno "heterdlogo" entende-se patdogenos relacionados
que podem ser diferentes cepas ou variantes de uma mesma espécie ou de uma
espécie relacionada. Um exemplo de diferentes cepas de uma mesma espécie é P.
c. chabaudi AS e P. c. chabaudi CB. Heter6logo também pode ser referir a espécies
relacionadas, por exemplo, P. falciparum e P. vivax.

[0068]A partir do exposto, é interessante observar que outra vantagem prefe-
rencial da presente invengéo € que a composigao imunogénica elimina a necessida-
de de adjuvante, seja como componente da composi¢gdo imunogénica seja quando
administrado junto com a composigdo imunogénica. Por "adjuvante" entenda-se um
agente que auxilia, aumenta ou sendo facilita a elicitagdo de uma resposta imune
por um antigeno. Exemplos nao limitantes dos adjuvantes excluidos incluem, adju-
vante de Freund, hidréxido de aluminio (alum), fosfato de aluminio, esqualeno, IL-12,
CpG-oligonucleotideo, Montanide ISA720, imiquimod, SBAS2, SBAS4, MF59, MPL,
Quil A, QS21 e ISCOMs.

[0069]Embora preferivel que o adjuvante esteja ausente da composicéo
imunogénica, seria interessante que outros componentes, tais como carreadores,
diluentes e/ou excipientes imunologicamente aceitaveis pudessem ser incluidos. Ti-
picamente, esses incluem cargas solidas ou liquidas, diluentes ou substancias en-

capsulantes que podem ser seguramente utilizadas na administragao sistémica. De-
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pendendo da via administracdo particular, carreadores, diluentes e/ou excipientes
podem ser selecionados entre um grupo formado por agucares, amidos, celulose e
seus derivados, malte, gelatina, talco, sulfato de calcio, dleos vegetais, 6leos sintéti-
cos, polidis, acido alginico, solugao salina isotbnica, agua livre de pirogénio, agentes
umectantes ou emulsionaveis, agentes de volume, revestimentos, aglutinantes, car-
gas, desintegrantes, lubrificantes e agentes tamponadores do pH (por exempilo,
tampdes fosfato) no entanto, sem limitar-se aos citados. A composi¢ao imunogénica
e o método de tratamento profilatico e terapéutico da malaria podem ser administra-
dos a um animal em qualquer uma ou mais formas de dosagem as quais incluem
comprimidos, dispersdes, suspensdes, solugdes injetaveis, xaropes, troches, capsu-
las, supositorios, aerossois, adesivos transdérmicos e outros do género.

[0070]Por conveniéncia, a composi¢ao imunogénica e o meétodo de preven-
¢céo ou tratamento da malaria sédo eficazes contra a malaria na fase sanguinea. A
malaria na fase sanguinea € uma fase onde o parasita da malaria (por exemplo, me-
rozoito) acessa os eritrocitos. Na fase de esquizonte do sangue, o parasita se divide
inumeras vezes para produzir novos merozoitos, que abandonam as células verme-
Ihas do sangue e se deslocam através da corrente sanguinea para invadir novas
células vermelhas do sangue. Para o paciente, a malaria na fase sanguinea é tipi-
camente caracterizada por ondas sucessivas de febre surgidas de ondas simulta-
neas de merozoitos escapando e infectando as células vermelhas do sangue.

[0071]JA composi¢cado imunogénica e o método de prevengdo ou tratamento
da malaria podem elicitar uma resposta imune que € caracterizada como uma res-
posta mediada pela célula T CD4+ (inclusive respostas mediadas unicamente pela
célula T CD4+ e respostas mediadas pela mistura de célula T CD4+ e CD8+), tipi-
camente com pouca ou nenhuma resposta do anticorpo. Preferencialmente, a com-
posicdo imunogénica e/ou o método imunizam o animal para prevenir, inibir ou se-

nao proteger o animal contra a infecgdo por malaria subsequente. Preferencialmen-
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te, uma dose unica da composigdo imunogénica impede, inibe ou sendo protege o
animal contra a infeccdo por malaria subsequente.

[0072]Como aqui utilizado "animal” se refere a qualquer animal suscetivel a
infeccdo por um parasita da malaria, particularmente mamiferos, e preferencialmente
humanos.

[0073]Para que as modalidades preferenciais possam ser detalhadamente
descritas e colocadas em pratica, sGo mencionados os seguintes Exemplos n&o limi-
tantes.

Exemplos

Métodos

[0074]Camundongos passagem foram sacrificados por inalagdo de COz2 e os
parasitas recolhidos por pung¢ao cardiaca em tubos de coleta de EDTA. Esfregacgos
finos do sangue foram realizados para determinar a parasitemia.

[0075]O sangue foi diluido até 10 mL em IMDM livre de soro (meio de Dul-
beccos modificado por Iscoves). O sangue sempre foi diluido a 10% do hematdcrito.

[0076]Tafuramicina A ou centanamicina foi diluida a partir do estoque 2 mM
(em solugao P.E.T.) até 20 yM em meio. A diluigdo do estoque 2 mM até 20 yM em
meio foi necessaria ja que a solugdo P.E.T causava lise das células vermelhas do
sangue. Para o tratamento 200 nM das células vermelhas do sangue, 50 ul da solu-
¢ao 20 uyM foram adicionados por 5 mL de sangue. Para o tratamento 2 yM das célu-
las vermelhas do sangue, 500 ul da solugdo 20 uM foram adicionados por 5 mL de
sangue.

[0077]As células vermelhas do sangue parasitadas (pRBC) tratadas foram
lavadas uma vez com meio e uma vez com PBS antes da diluicdo a 5x107, 5x108,
5x10% ou 5x10* mL em cloreto de sddio 0,9%.

[0078]Cinco camundongos por tratamento receberam 200 ul de imunizagéo

intravenosa cinco vezes com uma semana de intervalor. O numero final de pRBC
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tratadas administradas por camundongo foram 107, 108, 10% ou 104, como exigia ca-
da experimento.

[0079]Esfregacos de sangue foram realizados a cada 2 dias e a parasitemia
registrada.

Resultados

[0080]Os dados na Figura 1 mostram que a exposigdo dos camundongos as
pRBC atenuadas com centanamicina de P. chabaudi induz a imunidade a infec¢ao
virulenta. Neste estudo as pRBC foram tratadas por 30 min in vitro com centanamici-
na 2 uM (AS-1-145, composto da férmula lll) e os camundongos receberam 5 doses
da vacina i.v. (cada dose com intervalo de 1 semana), cada dose contendo 10* para-
sitas. Os camundongos foram entdo infectados com 10° pPRBC WT homoélogos e a
parasitemia acompanhada. Este experimento foi repetido diversas vezes com cons-
tatacdes similares. NOos observamos que 3 doses da vacina funcionam efetivamente
e que até mesmo uma unica dose da vacina induz a protegdo em grande parte dos
animais, como mostra a Figura 2.

[0081]A Figura 3 mostra uma comparagdo dos camundongos efetivamente
vacinados com 3 doses ou com uma dose Unica de 10* pRBC de P. chabaudi tratada
com centanamicina200 nM.

[0082]A Figura 4 mostra uma comparagao dos camundongos vacinados com
3 doses de 10* 105 ou 108 pRBC de P. chabaudi. Os parasitas foram atenuados in
vitro utilizando centanamicina a 2uM por 30 minutos. Embora a parasitemia tenha
sido mais baixa para os camundongos imunizados com 10® P. chabaudi (por exem-
plo, no 9° dia apds a infecgdo), cada camundongo imunizado com 10* 10° ou 108 P.
chabaudi mostraram baixa ou auséncia de parasitemia no 11° dia apos a infeccéo.

[0083]Com referéncia a Figura 5, os camundongos foram vacinados com
uma dose Unica de 107 pRBC de P. chabaudi atenuadas in vitro utilizando centana-

micina a 2 yM ou 200 nM por 30 minutos. Os camundongos imunizados com 10’

Petica0 870210112351, de 03/12/2021, pag. 34/60



24127

pRBC de P. chabaudi atenuadas utilizando centanamicina 200 nM desenvolveram
parasitemia mais significativa no 8° e 9° dias apds a infec¢gdo do que os camundon-
gos tratados com parasitas atenuados com centanamicina 2 uyM. Possivelmente, a
razao para isso é que a subsequente replicacdo do DNA "dilui" efetivamente o volu-
me de centanamicina ligada ao DNA por parasita. No entanto, no 13° dia apés inocu-
lagéo, os camundongos tratados com 107 pRBC de P. chabaudi atenuadas utilizando
centanamicina 200 nM haviam mostrado recuperagdo em grau similar aos camun-
dongos tratados com parasitas atenuados com centanamicina 2 yM.

[0084]Neste experimento, 500 pl de sangue foram extraidos dos camundon-
gos imunizados no 42° dia pos-inoculagao e transferidos aos camundongos reporte-
res naives. Nao foram detectados parasitas por microscopia 14 dias antes da infec-
gao.

[0085]Fazendo neste momento referéncia a Figura 6, os dados da pontua-
¢ao clinica em seguida a imunizagdo com parasitas tratados com 108 centanamicina
e infec¢do mostram que os camundongos foram protegidos ndo somente da morte e
da elevada parasitemia como também dos sintomas. Este resultado foi surpreenden-
te a luz de um relato anterior (Hirunpetcharat et al., 1999) mostrando que, embora as
células T possam limitar o crescimento parasitario, elas também podem ser causa-
doras de doencga e morte. Acreditava-se que um subproduto da resposta inflamatéria
da T célula que estava matava os parasitas fosse uma resposta anti-hospedeiro que
adoecia os camundongos. Desse modo, € importante notar que depois da vacinagéo
de acordo com a presente invengao, o crescimento do parasita é limitado, mas os
camundongos nao adoecem.

[0086]Conduzimos ainda experimentos para comparar a vacina preparada
utilizando a centanamicina (composto da féormula 1ll) ou TH-I1I-149, também conhe-
cida como tafuramicina A (composto da formula Il)

[0087]Camundongos AJ (5 por grupo, fémeas) foram imunizados por via in-
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travenosa com 3 doses de 108 células vermelhas do sangue parasitadas por P. cha-
baudi (pRBC; fases de anel) atenuadas tanto com centanamicina quanto com tafu-
ramicina A (composto da formula IlI). Ambos os compostos foram utilizados na con-
centracdo de 2 uM e as pRBC foram incubadas por 40 minutos a 37°C antes que os
compostos fossem lavados das células trés vezes. Cada imunizagao foi administra-
da com intervalo de 2 semanas e os camundongos foram entao infectados com 10°
P. chabaudi ou 10* P. vinckei. As pRBC e a densidade do parasita no sangue foram
acompanhadas utilizando esfregagos finos corados com Diff Quick. Numeros mais
baixos de P. vinckei foram utilizados porque este parasita € mais virulento que P.
chabaudi.

[0088]Os dados nas Figuras 7A e B respectivamente mostram os resultados
da infecgdo homologa e heterdloga. Os dados mostram a protegcdo quase completa
contra a infeccdo homologa e protecado bastante significativa contra a infec¢ao hete-
rologa quando a vacina foi produzida utilizando tafuramicina A (composto da formula
II). A protegao contra a infeccdo homologa foi menor, e contra a infecgao heterdloga
foi ainda menos eficaz quando a vacina foi produzida com centanamicina para P.
vinckei, uma espécie particularmente virulenta do parasita. Cabe ressaltar que os
dados para tafuramicina A, a infecgdo com P. vinckei foi ainda mais impressionante,
salvo por 1 camundongo em que a densidade de pico do parasita foi de aproxima-
damente 20%. Contudo, no 12° dia, todos os animais haviam se recuperado comple-
tamente.

[0089]0s experimentos com infecgdo heterdloga também foram realizados
com tratamento de AS-VIII-104 (composto da férmula IV), que mostrou comporta-
mento similar ao da centanamicina (ndo mostrado).

[0090]Em outros experimentos, realizou-se a comparag¢ao das células ver-
melhas do sangue tratadas lisadas versus intactas. Os camundongos foram imuni-

zados com uma Unica injecao intravenosa de: (i) 108 parasitas na fase de anel de P.
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chabaudi (em células vermelhas) que foram atenuados in vitro por incubagdo em
centanamicina 2uM por 40 minutos; ou (ii) 108 parasitas na fase de anel de P. cha-
baudi (em células vermelhas) que foram atenuados in vitro por incubagdo em cen-
tanamicina 2uM por 40 minutos e em seguida submetidas a lise em agua destilada
por 2 minutos depois da adigdo de um volume igual de 2xPBS para restaurar a iso-
tonicidade da preparagao. Os camundongos foram infectados 2 semanas depois da
imunizagdo com 10° pRBC de P. chabaudi.

[0091]Os resultados sao mostrados na Figura 8 e indicam que pRBC intac-
tas sdo uma vacina ligeiramente mais eficaz que as pRBC lisadas, mostrando para-
sitemia bastante baixa no 10° dia em comparacéo as pRBC lisadas.

[0092]A0 longo de todo o relatério descritivo, o objetivo foi descrever as mo-
dalidades preferenciais da invengdo sem limita-la a uma modalidade qualquer ou
colecéao especifica de atributos. Diversas alteragcdes e modificagdes podem ser reali-
zadas nas modalidades descritas e ilustradas sem desviar da presente invengao.

[0093]A divulgagdo de cada patente e documento cientifico, programa de
computador e algoritmo mencionados neste relatério descritivo € incorporadas por
meio de citacdo em sua totalidade.
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REIVINDICACOES

1. Método in vitro para produg¢do de uma composigdo imunogénica,
CARACTERIZADO pelo fato de que inclui a etapa de tratar parasitas da malaria na
fase sanguinea ou nas células vermelhas do sangue infectadas com os ditos parasi-
tas da malaria na fase sanguinea com um composto de Formula I, Il ou lll, para pro-
duzir, deste modo, a dita composi¢cado imunogénica, em que o dito composto de For-

mula [, Il ou Il é:

Formula |
X
y :
Rs N\H/R5
(0]
R;
Ry (1),
em que:
R1 é OH;

R2 e R3 formam um anel furano fundido;

Y é -CH- e forma um anel com cinco membros com Rg;

X é selecionado a partir de cloro, bromo, iodo, mesilato, tosilato, tio, amonio,
alquilsulfonil C1-s € alquilsulfoxil C1-s;

R4 € um grupo -CH2- ligado a Y para formar um anel com cinco membros; e

Rs é:
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HN OMe
MeO OMe :
Formula ll:
OMe
OMe
Cl
\ OMe
NH
N
@]
N °
OH e
Formula il
OMe
OMe
Cl
\ OMe
H NH
N
(0]
NH,

2. Método, de acordo com a reivindicacdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de
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que o método exclui a etapa de inclusdo de um adjuvante.

3. Método, de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2, CARACTERIZADO pelo
fato de que os parasitas na fase sanguinea isolados ou purificados sao tratados com
o dito composto de Formula [, Il ou lll, para impedir, deste modo, a replicagdo do
parasita.

4. Método, de acordo com a reivindicacdo 3, CARACTERIZADO pelo fato de
que as ceélulas vermelhas do sangue sao subsequentemente infectadas com os pa-
rasitas na fase sanguinea tratados para produzir células vermelhas do sangue para-
sitadas (pRBC).

5. Método, de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2, CARACTERIZADO pelo
fato de que as células vermelhas do sangue infectadas com parasitas na fase san-
guinea (pRBC) sé&o tratadas com o dito composto de Formula |, Il ou Ill, para impe-
dir, deste modo, a replicacdo do parasita.

6. Meétodo, de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 1 a 5,
CARACTERIZADO pelo fato de que a composi¢cdo imunogénica compreende uma
dose de 10* a 107 parasitas da malaria na fase sanguinea ou 10* a 107 células ver-
melhas do sangue infectadas com os parasitas da malaria na fase sanguinea (célu-
las vermelhas do sangue parasitadas; pRBC).

7. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 1, 2 € 4 a 6,
CARACTERIZADO pelo fato de que as pRBC sao intactas.

8. Meétodo, de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 1 a 7,
CARACTERIZADO pelo fato de que os parasitas na fase sanguinea s&o merozoitos,
esquizontes, trofozoitos ou anéis.

9. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 1 a 8§,
CARACTERIZADO pelo fato de que a concentragao do composto de Férmula |, 1l ou
[11é0,2a2 uM.

10. Composicédo imunogénica CARACTERIZADA pelo fato de que compre-
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ende parasitas da malaria na fase sanguinea ou células vermelhas do sangue infec-
tadas com os ditos parasitas da malaria na fase sanguinea que foram tratados com
um composto de Férmula I, 1l ou Ill; e um veiculo, diluente e/ou excipiente imunolo-

gicamente aceitavel, em que o dito composto de Formula I, Il ou Il é:

Formula |
X
Y R4
Rs N\H/R5
(0]
Rz
Ry (1),
em que:
R1 é OH;

R2 e R3 formam um anel furano fundido;
Y é -CH- e forma um anel com cinco membros com Rg;
X é selecionado a partir de cloro, bromo, iodo, mesilato, tosilato, tio, amonio,
alquilsulfonil C1-s € alquilsulfoxil C1-s;
R4 € um grupo -CHz2- ligado a Y para formar um anel com cinco membros; e
Rsé:
=

HN OMe

MeO OMe

Foérmula Il:
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OMe
OMe
Cl
\ OMe
NH
N
0
N °
OH e
Formula il
OMe
OMe
Cl
\ OMe
H NH
N
0]
NH,

11. Composicdo imunogénica, de acordo com a reivindicagdo 10,
CARACTERIZADA pelo fato de que nao inclui um adjuvante.

12. Composi¢cao imunogénica, de acordo com a reivindicagcédo 10 ou 11,
CARACTERIZADA pelo fato de que compreende uma dose de 10* a 107 parasitas
da malaria na fase sanguinea ou 10* a 107 células vermelhas do sangue infectadas
com os parasitas da malaria na fase sanguinea (células vermelhas do sangue para-
sitadas; pRBC).

13. Composicao imunogénica, de acordo com qualquer uma das reivindica-
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¢des 10 a 12, CARACTERIZADA pelo fato de que as pRBC sao intactas.

14. Composicado imunogénica, de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢des 10 a 13, CARACTERIZADA pelo fato de que os parasitas da malaria na fase
sanguinea compreendem merozoitos, esquizontes, trofozoitos e/ou anéis.

15. Composicado imunogénica, de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢des 10 a 14, CARACTERIZADA pelo fato de que a administracdo de uma dose
unica da composi¢cado imunogénica previne a infecgdo subsequente de malaria.

16. Composicado imunogénica, de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢des 10 a 15, CARACTERIZADA pelo fato de que confere protegao heterdloga con-
tra infecgdo por um ou mais outros isolados, cepas e/ou espécies de Plasmodium.

17. Composicado imunogénica, de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢des 10 a 16, CARACTERIZADA pelo fato de que a concentracdo do composto de
Férmula I, Il ou lll € 0,2 a 2 uM.

18. Uso da composi¢cado imunogénica, como definida em qualquer uma das
reivindicagcdes 10 a 17, CARACTERIZADO pelo fato de que é na fabricagdo de um
medicamento para prevenir ou inibir uma infec¢do por malaria ou para tratar uma
infeccdo por malaria existente em um animal.

19. Uso, de acordo com a reivindicacdo 18, CARACTERIZADO pelo fato de
gque o medicamento confere protegdo heterdloga contra infecgdo por um ou mais
outros isolados, cepas e/ou espécies de Plasmodium.

20. Uso, de acordo com a reivindicagado 18 ou 19, CARACTERIZADO pelo
fato de que o medicamento exclui um adjuvante.

21. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 18 a 20,

CARACTERIZADO pelo fato de que o animal é um ser humano.
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