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COMPOSICAO FARMACEUTICA QUE A CONTEM, KIT PARA SUA
ADMINISTRACAO, METODO PARA PRODUZIR UMA RESPOSTA
IMUNE E VACINA CONTRA O VIRUS DE HEPATITE C. A presente
invengdo refere-se a uma combinagdo imuno-estimulante para
profilaxia e tratamento de hepatite, caracterizada pelo fato de que
compreende um agonista de TLR3, um agonista de CD40 e a proteina
NS3 do virus de hepatite C. Além disso, a invengéo refere-se a
composi¢des farmacéuticas que compreendem a dita combinagao
imuno-estimulante, ao seu uso e a um kit composto das ditas
composi¢des farmacéuticas. Finalmente, a presente invengéo refere-
se a um método para produzir uma resposta imune ao virus da
hepatite C e a uma vacina contra o dito virus.
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COMBINAGCAO IMUNO-ESTIMULANTE PARA A PROFILAXIA E

TRATAMENTO DE HEPATITE C, SUA UTILIZAGCAO, COMPOSIGAO

FARMACEUTICA QUE A CONTEM, KIT PARA SUA ADMINISTRAGAO,

METODO PARA PRODUZIR UMA RESPOSTA IMUNE E VACINA CONTRA

O VIRUS DE HEPATITE C

Campo Técnico da Invencéo

Refere-se a presente inveng¢do a uma combi-
nagdo imuno-estimulante para a profilaxia e tratamento
de hepatite C, que incorpora a proteina NS3 de HCV, em
conjunto com adjuvantes selecionados pela sua capacida-
de de induzirem respostas potentes e duradouras especi-
ficas de CD8+ e CD4+ contra o virus HCV.

Estado da Técnica

Com uma preponderdncia mundial estimada
atualmente em mais de 170 milhdes de pessoas infectadas
pelo virus da hepatite C (HCV) isto implica em um pesa-
do énus para a saude publica. E esta é uma preponde-
radncia que presumivelmente permanecerd invaridvel nos
anos vindouros.

A infeccdo pelo HCV é caracterizada por
uma alta tendéncia no sentido de cronicidade. O HCV
persiste em 70% dos individuos infectados, 20% dos
quais desenvolvem cirrose e 2,5% derivam para gerar
céncer do figado.

A atual ferramenta terapéutica de referén-
cia compreende protocolos terapéuticos baseados no uso

de interferon. Nao obstante, estas terapias antivirus

sdo economicamente dispendiosas, relativamente téxicas
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e somente efetivas em 50-60% dos pacientes tratados.
Portanto, ¢é necessario e desejavel desenvolver novas
estratégias terapéuticas que sejam mais efetivas e me-
lhor toleradas pelo paciente.

Uma consideracdo atualizada do HCV pode
ser encontrada em Nature (“Insights: Hepatite C”. Natu-
re 2005, Supplements; Vol. 436, Nr. 7053, pp 929-978).

Muito embora, lamentavelmente, ainda nao
tenhamos uma vacina efetiva contra o virus da hepatite
C, existem dados experimentais e evidéncia que nos leva
a pensar que é possivel uma vacina efetiva. Muito em-
bora anticorpos antivirus sejam sintetizados em respos-
ta & infeccdo, o estado crbénico é caracterizado pela
auséncia de imuno respostas celulares na parte das cé-
lulas T citotdéxicas (CD8+) e células T auxiliares
(CD4+). Assim, postula-se que a HCV desenvolveu estra-
tégias que lhe permitem especificamente esquivar-se das
imunes respostas antivirus, onde a poténcia e qualidade
das respostas das citotéxicas T e das auxiliares T de-
terminam se os pacientes se recuperardo (seja esponta-
neamente ou em resposta a um tratamento) ou se eles de-
senvolverdo uma infeccdo crodnica.

O objetivo principal de qualquer vacina é
estimular a imunidade adquirida especifica de antigeno,
cujos mediadores sdo os linfécitos B e T. Neste con-
texto, as células que apresentam antigenos (APCs) de-
sempenham uma funcdo importante na iniciacdo das imunes

respostas especificas e em particular na ativagdo de
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linfécitos T. As APCs, principalmente as células den-
driticas, capturam antigenos nos Orgdos periféricos e,
depois de receberem um estimulo de ativagdo, elas mi-
gram o=para os 6rgdos linfaticos. Nesse caso, as célu-
las dendriticas apresentam na sua superficie, unidos as
moléculas reais do complexo de histocompatibilidade
principal MHC, os produtos peptidicos derivados da de-
gradacdao dos antigenos (epitopes), e simultaneamente
produzem quimioquinas e citoquinas a fim de atrair e
de ativar as células T. O processo de ativacao de cé-
lulas dendriticas, também conhecido como maturagdo, €
caracterizado por uma alta expressdo de moléculas de
MHC (sinal 1), moléculas co-estimuladoras (sinal 2) e
citoquinas de polarizacdo, tais como interleucina-12
(IL-12) (sinal 3). A maturacdo é induzida por fatores
tais como componentes ou moléculas patogénicos do hos-
pedeiro que sdo freqiientes nos processos de inflamagéo
ou danificacdo de células. Estes fatores agem nas cé-
lulas dendriticas por intermédio de receptores especi-
ficos para Produtos derivados de microorganismos, tais
como receptores do tipo TLR (receptores semelhantes a
Toll), receptores para citoquinas (TNF-a, IL-1, IFN-a)
ou receptores para ligantes nas superficies das células
(por exemplo, CD40).

O estimulo e ativacdo das diferentes popu-
lacdes de células T pelas APCs é restringido pelo tipo
de moléculas de MHC, por um lado, e pelo outro, pelas

caracteristicas dos epitopes que formam complexos com
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aquelas moléculas de MHC. Assim, por exemplo, identi-
ficaram-se determinados fragmentos das proteinas virais
que especificamente induzem a ativagdo de CD8+ T-
Linfécitos citotdxicos (CTL), conhecidos como epitopes
de linfdécitos ou T-células CD8+ ou epitopes CD8+; ou
epitopes que induzem especificamente a ativagdo de T-
Linfécitos auxiliares CD4+ (HTL), epitopes CD4+. A ba-
se de dados “HCV Immunology Database”
(http://hcv.lanl.gov/content/immuno/immuno-main.html)
promove a compilacdo dos epitopes para T-Linfécitos,
ambos dos CD8+ CTL e dos CD4+ HTL, identificados na ba-
se de proteinas virais de diferentes variedades e iso- -
lados do virus da hepatite C.

O desenvolvimento de protocolos de imuni-
zagdo baseados no uso de epitopes na forma de peptideos
requer, desta forma, a selecdo prévia daqueles pepti-
deos que sdo adequados para cada individuo; na depen-
déncia do moléculas de MHC que eles apresentam. Isto
subentende que, na dependéncia do MHC de cada indivi-
duo, terd de ser escolhida uma combinacdo de peptideos
particular que seja capaz de comportar-se como epitopes
nesse contexto. O uso de antigenos amplos permite que
este problema seja superado, uma vez dque eles sdo nor-
malmente poliepitépicos e dentro de sua seqliéncia eles
apresentam vAarios epitopes, os dois para CD8+ CTL e pa-
ra CD4+ HTL, que podem ser apresentados por moléculas
de MHC de diferentes individuos. Desta maneira, um U-

nico antigeno pode ser usado como uma vacina em indivi-
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duos com MHC diferentes.

Dentro das diferentes proteinas de HCV, o
nicleo e NS3 apresentam grande imunogenicidade e naque-
les individuos que se refazem da infecgdo, sdo detecta-
das potentes respostas de CD8+ CTL e de CD4+ HTL contra
elas. Nao obstante, existem dados que mostram dque o
nicleo também pode ter efeitos prejudiciais para as cé-
lulas do sistema imune, quando ele fica em contacto com
elas, o que o torna desaconselhdvel como um antigeno em
estratégias de vacinacdo. Por outro lado, a NS3 é& uma
proteina que dificilmente demonstrou este tipo de efei-
to e poderia ser uma boa candidate como um antigeno pa-
ra a indugdo de respostas de CD8+ CTL e CD4+ HTL.

As CD4+ HTL desempenham uma funcgdo na imu-
nidade adquirida, entre outros mecanismos por meio de
ativacdo de APC, ativacdo de CTL e indugdo de memdria.
Em particular, descreveu-se que as células CD4+ especi-
ficas para HCV sdo necessdrias para manutencao de CATA-
LISADOR antivirus (Grakoui A. et al., “HCV persistence
e immune evasion in the absence of memory T-cell help”;
Science, 2003; 302: 659-662). Portanto, uma vacina efi-
caz contra o virus da hepatite C tem de proporcionar a
poténcia maxima na inducdo ndo apenas de respostas de
CD8+ CTL, mas também de respostas de CD4+ HTL. Uma va-
cina destas iréa, portanto, requerer uma selegdo de an-
tigenos especificos que proporcionardao essas respostas.

Ndo obstante, ndo parece que uma combina-

cdo de antigenos pode, por si mesma, ser capaz de pro-
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porcionar uma vacina eficaz contra o HCV. Consideran-
do-se que a maturacdo de células dendriticas constitui
um requisito para a iniciacdo eficaz e ativacgdo de T-
Linfdécitos, uma vacina destas poderia beneficiar-se da
inclusdo na combinag¢do imune-estimulante de alguns ad-
juvantes, que estimulariam a maturacdo das células den-
driticas. Como adjuvantes, poderiam utilizar-se os 1li-
gantes dos receptores de TLR, de receptores de citoqui-
nas ou de receptores para ligantes intercelulares ja
citados, bu melhor, ainda uma combinacdo sinérgica des-
ses adjuvantes.

Assim, por exemplo, o US2004/0141950 des-
creve combinagdes imune-estimulantes que incluem um an-
tagonista de TLRs e um antagonista de moléculas das su-
perfamilias do fator de necrose de tumor (TNF) ou de
seus receptores (TNFR), que também podem incluir um an-
tigeno. Entre as numerosas combinacdes possiveis ele
apresenta a combinacdo de um ligante de CD40 (um anti-
corpo anti-CD40) e de poli(I:C), um ligante sintético
de TLR3, uma combinacdo para a qual um efeito sinérgico
é demonstrado na expansdao de CD8+ T-Linfdbcitos. De
forma assemelhada, Ahonen et al., (J. Exp. Med. 2004;
199: 775-784) apresentam dados na capacidade sinérgica
de agonistas de TLR/CD40 para induzirem a expansao e
diferenciacdo de CD8+ CTL especifico de antigenos de
uma maneira que ¢é independente dos CD4+ T-Linfdcitos.
Muito embora estes trabalhos descrevam a capacidade da

TLR/CD40 para ativar CD8+ T-Linfécitos de memdéria espe-
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cifica de antigenos, os ditos trabalhos ndo permitem
estabelecer-se se a combinacdo de agonistas TLR/CD40
também pode intensificar as respostas de CD4+ HTL.

No caso de infecg¢do por HCV, encontraram-
se diferencas claras nas respostas de CD4+ HTL quando
pacientes infectados sdo comparados a pacientes que nao
foram capazes de eliminar a infecgéo. Ndo obstante,
muito embora com menor intensidade do que em pacientes
curados, as respostas de CD8+ CTL sdo ainda suscetiveis
de ser detectadas nos pacientes infectados. Consequen-
temente, muito embora os CTL se comportem como uma poO-
pulacdo de 6rgdo motor importante no aclaramento da in-
fecgcdo de HCV, as células de CD4+ também desempenham
uma funcdo importante no controle da enfermidade. Além
disto, descreveu-se que a inducdo de CD4+ T-Linfécitos
¢ importante para a manutencdo das respostas de CATALI-
SADOR antivirus (Grakoui A. et al., “HCV persistence e
immune evasion in the absénce of memory T-cell help”;
Science, 2003; 302: 659-662). Estes dados sugerem que
para a vacinacdo e terapia de enfermidades virais devi-
das a HCV, a inducdo de respostas antivirus potentes e
prolongadas, tanto de CD8+ quanto de CD4+, €& importan-
te.

Constitui, portanto, o objetivo da presen-
te invencdo selecionar combina¢des imune-estimulantes
de antigenos e adjuvantes adequados para a profilaxia e
tratamento de hepatite C, que proporcionard um estimulo

de respostas tanto de CD8+ quanto de CD4+ que sdo mais
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potentes, completas e prolongadas.

Descricdo Detalhada da Invencdo

Um primeiro objetivo da invengao refere-se
a uma combinacdo imuno-estimulante para profilaxia e
tratamento de hepatite C, doravante referida como a
combinacdo imuno-estimulante da inveng¢dao, que compreen-
de um agonista de TLR3, um agonista de CD40 ou uma se-
qliéncia de DNA que o codifica, e um polipeptidio que
compreende a proteina NS3 do virus da hepatite C, ou um
fragmento da dita proteina NS3 com capacidade para in-
duzir respostas de CD8+ e CD4+.

Um “agonista de TLR3” refere-se a um 1li-
gante que pode ser combinado ou unido aos receptores de
TLR3 (“receptor 3 semelhante a portagem”) e produz uma
resposta celular. O TLR3 é um receptor para RNA tran-
cado duplo que transmite sinais, os quais ativam NF-kB
e a producdo de interferons (IFN) do tipo I (IFN-a e
IFN-B) e que estimula a maturacdo das células dendriti-
cas. Camundongos deficientes em expressdo de TLR3 mos-
traram uma reducdo nas suas respostas a poli(I:C) - um
ligante de TLR3 similar ao RNA trangado duplo gerado
durante a replicacdo de virus do tipo HCV -, juntamente
com resisténcia ao efeito letal de poli(I:C) quando
sensibilizado com D-galactosamina e uma redugdo na pro-
dugdo de citoquinas inflamatérias (Alexopoulou et al.
Nature, 2001, Vol. 413, pp. 732-738). Em uma concreti-
zacdo particular da invengdo, o dito ligante de TLR3

pode ser um RNA trancado duplo viral ou uma cadeia du-
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pla de a&cido poliinosinico-policitidilico, poli(I:C).
Um “agonista de CD40” refere-se a um li-
gante, o qual pode ser combinado ou unidos aos recepto-
res de CD40 induzindo similarmente uma resposta celu-
lar. A CD40 é uma molécula expressada na membrana de
diferentes tipos de células, tais como B-Linfdcitos ou
células que apresentam antigenos (macréfagos, células
dendriticas, e éssemelhadas). O ligante natural de
CD40 (CD40L ou CD154) é expresso principalmente em T-
Linfdécitos que foram ativados em seguida ao reconheci-
mento do antigeno. A interacgdo de CD40L com CD40 pre-
sente na célula apresentadora de antigeno induz uma ma-
turacdo da ultima. Este fenbmeno, de uma maneira asse-
melhada aos estimulos provenientes dos agentes patogé-
nicos, faz com que a célula apresentadora de antigeno
tenha uma capacidade maior para induzir respostas imu-
nolégicas. Desta forma, o agonista de CD40 da composi-
¢ao imuno-estimulante da invencdo refere-se, por um la-
do, ao ligante de CD40L ou a um fragmento dessa CD40L
que conserva a capacidade para unir-se a CD40 e induzir
uma resposta celular ou imuno. Em uma concretizagao
particular, o ligante pode ser um anticorpo especifico
para CD40 (anti-CD40) ou um fragmento do mesmo que con-
serva a capacidade para unir-se a CD40. Além disto, o
ligante de CD40 ou seu fragmento pode estar presente na
combinacdo imuno-estimulante, seja na forma de proteina
ou também como um Acido nucléico recombinante (DNA) o

qual codifica este ligante, por exemplo, em um vetor
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viral para transferéncia ou terapia de gene.

Um “antigeno” refere-se a qualquer subs-
tancia que é capaz de induzir uma resposta imuno, tanto
humoral quanto celular, no organismo de um individuo
(homem ou um animal), ou que pode induzir uma resposta
imuno celular (expansdo, ativacdo e/ou maturagdo de cé-
lulas imuno, producdo de citoquinas, ou anticorpos)
quando ele entra em contacto com células de imunizag¢éao.
Em particular, um antigeno pode ser uma proteina viral,
um peptidio ou um fragmento da dita proteina viral, uma
proteina recombinante dessas proteinas virais, ou mesmo
um peptidio sintético capaz de induzir as respostas si-
nalizadas.

O “epitope indutor de CD8+” refere-se a um
fragmento ou cadeia de polipeptidios parcial de um an-
tigeno que é capaz de induzir especificamente a ativa-
cdo a ativacdo of T-Linfécitos citotdéxicos CD8+ (CTL).
Um “epitope indutor de CD4+ ” refere-se a um fragmento
de cadeia de polipeptidio parcial de um antigeno que é
capaz de induzir especificamente a ativagao de T-
Linfécitos auxiliares CD4+ (HTL).

A “proteina NS3” refere-se a proteina NS3
ndo-estrutural do virus da hepatite C, uma proteina de
67 kDa que inclui 2 dominios, uma serin-proteinaase que
cobre 189 aminoadcidos da extremidade N-terminal e um
dominio com atividade de helicase-nucleoside trifosfa-
tase que cobre 442 aminodcidos da extremidade terminal

C. A seqgiiéncia da proteina NS3 incluida no polipepti-
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dio da combinacdo imuno-estimulante da inveng¢do pode
corresponder a qualquer variedade ou isolado do virus
da hepatite C, em particular qualquer variedade ou iso-
lado do virus da hepatite C humano. Em uma concretiza-
¢do particular, o polipeptidio, o qual compreende a
proteina NS3, foi obtido por meio de tecnologia recom-
binante. Em uma concretizacdo ndo-limitativa especifi-
ca da invencdo, uma proteina NS3 recombinante é usada
com uma seqiéncia SEQ ID. NO: 1 (correspondente aos nu-
meros de Genebank Accession DQ068198.1 e AAY84763.1,
VRL 28-NOV-2005). Os 1nventores usaram também outra
seqiéncia de proteinas de recombinacdo SEQ ID. NO: 2
(correspondente ao numero Genebank Accession D90208).

Em outra concretizacdo alternativa da in-
vencdo, ¢é possivel também utilizar um polipeptidio que
compreende um fragmento da proteina NS3, de uma maneira
tal que o dito fragmento é capaz de induzir respostas
de CD4+ e CD8+ . Portanto, o dito fragmento terd de
incluir pelo menos um epitope indutor de CD8+ e um epi-
tope indutor de CD4+

Em uma concretizacdo especifica, a combi-
nacdo imuno-estimulante da invengdo compreende po-
1i(I:C), um anticorpo anti-CD40, e um polipeptidio que
contém a proteina NS3.

Em uma concretizacido preferida da inven-
Gédo, a combinacdo imuno-estimulante possui todos os
componentes que formam parte da mesma composigdo farma-

céutica, onde cada um dos componentes esta presente em
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quantidades farmaceuticamente aceitdveis. Além disso,
a invencdo também se refere a dita composicdo farmacéu-
tica.

Em outra concretizacdo especifica da pre-
sente 1invencdo, os componentes da combinagdo imuno-
estimulante sdo para ser encontrados fazendo parte de
pelo menos duas composigdes farmacéuticas. De forma
assemelhada, a invencdo refere-se ao uso da dita combi-
nacdo imuno-estimulante caracterizado por as ditas com-
posicdes farmacéuticas serem administradas simultanea-
mente. Em outra concretizacdo da invencdo, o uso da
dita combinacdo imuno-estimulante é caracterizado pelo
fato de que as ditas composicdes farmacéuticas sdo ad-
ministradas em momentos diferentes, por meio da mesma
via de administracdo ou por meio de vias diferentes.
Desta forma, uma concretizacdo especifica da invengao
refere-se a um kit para a administracdo da combinac¢ao
imuno-estimulante descrita anteriormente, caracterizado
por compreender pelo menos duas composicdes farmacéuti-
cas diferentes.

Em outro aspecto, a invengdo refere-se a
um método para produzir uma imuno resposta ao virus da
hepatite C, caracterizado pelo fato de consistir em ad-
ministrar uma combinacdo estimuladora definida anteri-
ormente, em uma quantidade efetiva para induzir uma i-
muno resposta. Em uma concretizacdo preferida, o méto-
do da invencdo consiste de um tratamento profiléatico.

Em uma concretizacdo de maior preferéncia, o método da
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invengdo consiste de um tratamento terapéutico.

Finalmente, a invencdo também se refere a
uma vacina contra o virus da hepatite C, caracterizada
pelo fato de compreender uma combinagdo imuno-
estimulante definida anteriormente e que constitui o
objeto desta invencéo.

Breve Descrigdo das Figuras

Figura 1. Imanizagdo com anti-CD40 e po-
1li(I:C) em conjunto com a proteina NS3 induz respostas
multi-epitdépicas CD4+ e CD8+ T. Camundongos HHD (dois
por grupo) foram injetados com 50 g de anti-CD40
(i.p.) . Quatro horas mais tarde, eles foram injetados
com 50 g de poli(I:C) (i.v.) e 500 g de proteina NS3 de
recombinagdo (i.p.) (SEQ. ID. NO: 1). Seis dias de-
pois, os animais foram sacrificados e as passarinhas
foram extraidas para seu estimulo in vitro com diferen-
tes antigenos e a andlise da resposta de imunizacgdo in-
duzida. (A) As células foram estimuladas durante cinco
dias com os epitopes CD8+ 1073, 1406 ou 1038 (10 uM) na
presenca de IL-2. Depois disso, para cada grupo de
passarinhas a resposta litica foi medida quanto as cé-
lulas visadas que foram carregadas (peptidio; barras
pretas) ou ndo (controle; barras brancas) com o pepti-
dio correspondente. Os resultados obtidos foram ilus-
trados com uma proporg¢do de 6érgdo motor:alvo de 100:1.
B) Da mesma maneira, as passarinhas foram cultivadas
com diferentes concentracdes (0,1-10 upM) dos peptidios

1073 (circulos pretos), 1406 (tridngulos brancos) ou
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1038 (triangulos pretos), e na cultura dos sobrenadan-
tes obtidos depois de 48 horas de estimulo o teor de
IFN-y foi medido por meio de ELISA. (C) As passarinhas
também foram estimuladas durante 48 h com 5 ou 1 ng/ml
da proteina NS3 usada na imunizag¢ao (SEQ. ID. NO: 1),
com 1 ug/ml da proteina NS3 produzida nas bactérias
(SEQ. ID. NO: 3), ou com meio de cultura (controle) a
fim de medir a resposta de CD4+ . Em seguida a este
periodo de tempo, os sobrenadantes foram coletados e
por meio de ELISA mediu-se a quantidade de IFN-y produ-
zido.

Figura 2. Medicdo da quantidade de protei-
na NS3 necessiria para induzir respostas de CD4+ e CD8+
T na imunizacdo com poli(I:C) e anti-CD40. Camundongos
HHD (dois por grupo) foram imunizados com proteina NS3
(SEQ. ID. NO: 1) (500, 250, 125 ou 25 pg/camundongo) em
conjunto com poli(I:C) e anti-CD40, seguindo-se © pro-
tocolo descrito na Figura 1. Igualmente incluido foi
um grupo de controle imunizado da mesma maneira, o qual
usou como antigenos 5 ug de NS3 (SEQ. ID. NO: 1) e 50
Hug dos peptideos 1073 e 1038, juntamente com poli(I:C)
e anti-CD40. Seis dias mais tarde os animais foram sa-
crificados e as passarinhas foram extraidas e estimula-
das com diferentes antigenos (A). A fim de se medir a
resposta litica induzida as células foram estimuladas
durante cinco dias com a epitope CD8+ 1073 (10 uM) e
IL-2. Depois disso, esta reposta foi medida confron-

tando-se diferentes quantidades de células de 6érgdo mo-
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tor contra um numero fixo de células visadas carregadas
com os peptideos. Além disso, a resposta de CD8+ que
tinha sido induzida também foi analisada por meio da
producdo de IFN-vy. Para fazer isto, as células foram
estimuladas com diferentes concentragdes de peptideos
1073 (B) e 1038 (C). As células foram estimuladas com
a proteina NS3 (SEQ. ID. NO: 1) (D), a fim de quantifi-
car a resposta de CD4+. Depois de 48 horas, mediu-se a
quantidade de IFN-y presente nos sobrenadantes.

Figura 3. Imunizag¢do com poli(I:C) e o an-
ti-CD40 em-conjunto com a proteina NS3 induz respostas
de CD4+ e CD8+ em outras variedades de camundongos com
MHC diferentes. Camundongos C57BL6 (que tinham molécu-
las MHC do tipo H-2b) (dois por grupo) receberam uma
(quadrados brancos) ou duas (quadrados pretos) imuniza-
¢bes com 100 pg de NS3 (SEQ. ID. NO: 1) em conjunto com
poli(I:C) e anti-CD40, seguindo-se o protocolo indicado
na Figura 1. Seis dias depois, os animais foram sacri-
ficados e as passarinhas foram cultivadas com antigenos
diferentes com a finalidade de medir as respostas de
CD8+ e CD4+ induzidas. A epitope de restrigao H-2 Db
1629-1637 (GAVQNEVTL) (SEQ. ID. NO: 7) foi usada para
estimular as passarinhas e medir as respostas de CD8+
(A). A proteina NS3 (SEQ. ID. NO: 1) (B) foi usada co-
mo estimulo para determinacgdo da resposta de CD4+. De-
pois de dois dias de cultura, os sobrenadantes foram
coletados e a quantidade de IFN-y produzida foi medida.

Figura 4. Imunizag¢do com proteina NS3 em
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conjunto com poli(I:C) e anti-CD40 induz respostas de
CD8+ capazes de reconhecerem células que expressam pro-
teinas do HCV. (A) Camundongos HHD (dois por grupo)
foram injetados com 100 pg de proteina NS3 (SEQ. ID.
NO: 2) mais poli(I:C) e anti-CD40 conforme indicado na
Figura 1. Seis dias depois, os animais foram sacrifi-
cados e suas passarinhas foram estimuladas com células
T1/HCVcon (células T1 transfectadas com um plasmidio
que expressa as proteinas do HCV) tratadas com mitomi-
cina, na presenca de IL-2. Depois de 5 dias de estimu-
lo, mediu-se a capacidade das passarinhas reconhecerem
as células T1/HCVcon em ensaios de atividade 1litica.
Para fazer isto, diferentes quantidades de passarinhas
foram confrontadas com um numero fixo de células
T1/HCVcon (circulos pretos) ou células de controle T1
sem serem transfectadas (circulos brancos).

Figura 5. Imunizag¢do com poli(I:C) e anti-
CD40 em conjunto com proteina NS3 induz respostas dura-
douras de T CD4+ e CDS8+. Camundongos HHD (dois por
grupo) foram injetados com 100 pg de proteina NS3 (SEQ.
ID. NO: 2) mais poli(I:C) e anti-CD40 conforme indicado
na Figura 1. Duas semanas mais tarde, os animais rece-
beram uma segunda imunizacdo sob as mesmas condigdes.
Sessenta dias depois da segunda imunizagdo os animais
foram sacrificados e as suas passarinhas foram extrai-
das para se estudar a resposta duradoura de CD8+ e CD4+
T. (A) As passarinhas foram estimuladas com o epitope

CD8+ 1073 (10 uM) ou na auséncia de antigeno, e 48 ho-
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ras mais tarde os sobrenadantes da cultura foram cole-
tados para se medir a quantidade de IFN-y produzido.
(B) As passarinhas foram cultivadas durante 5 dias com
o peptidio 1073 (10 uM) e IL-2 e estudou-se, entao, a
sua capacidade para lisar as células visadas carregadas
com o peptidio 1073. Para fazer isto, diferentes quan-
tidades de células de &érgdo motor foram confrontadas
com um numero fixo de células visadas carregadas com O
peptidio 1073 (circulos pretos) ou ndo carregadas com
peptidio (circulos brancos). (C) A resposta de CD4+
foi estudada por meio de estimulo das passarinhas com a
proteina NS3 (1 ug/ml) (SEQ. ID. NO: 2) ou com auséncia
de antigeno. Depois de 48 horas, os sobrenadantes fo-
ram coletados e mediu-se a quantidade de IFN-y produzi-

do.

Modalidade de Concretizacdo da Invengdo

Os exemplos seguintes, sem serem de forma
alguma limitativos, ajudam a ilustrar a concretizacgédo

da inveng¢do que constitui o presente pedido de patente.

Material Relativo e Métodos

Epitopes, antigenos e reagentes

Os peptidios ou epitopes usados foram sin-
tetizados manualmente em um sintetizador de multiplos
peptideos utilizando-se quimica Fmoc (Wellings DA. e
Atherton E. Methods Enzymol 1997; 289: 44-67). Utili-
zou-se o teste de ninhidrina de Kaiser para monitorar

cada etapa. Ao final da sintese eles foram emendados e
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desprotegidos com &acido trifluoroacético e lavados com
dietil éter. A pureza dos peptidios foi o tempo todo
mais alta do que 90% determinada por HPLC.

Tabela 1. Peptideos e epitopes sintetizados e usados

nos exemplos.

Peptidio ou Seqliéncia

Epitope

1038-1047 GLLGCIITSL; SEQ. ID. NO: 4
1073-1081 CVNGVCWTV; SEQ. ID. NO: 5
1406-1415 KLVALGINAV; SEQ. ID. NO: 6
1629~1637 GAVQNEVTL; SEQ. ID. NO: 7

A numeracdo do peptidio ou epitope refere-
se a sua posigéo de CVH relativa, tomando como referén-
cia a seqiiéncia completa na variedade H de hepatite C
humana que é usualmente tomada como o protdtipo (Gene-
Bank Accession Number M67463). Desta forma, por exem-
plo, a Dbase de dados “HCV Immunology Database”
(http://hcv.lanl.gov/content/ immuno/immuno-main.html)
compila os epitopes para T-Linfécitos, tanto dos T-
Linfécitos citotdéxicos, quanto dos T-Linfécitos auxili-
ares, identificados nas proteinas virais de diferentes
variedades e isolados do virus da hepatite C, todos e-
les também ordenados de acordo com a sua posigdo rela-
tiva com relacdo & variedade H do virus de acordo com a
referéncia de GeneBank estabelecida.

Como agente imunogénico utilizou-se um po-
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lipeptidio de recombinacdo de 655 aminodcidos o qual
contém a seqliéncia completa de uma proteina NS3 (SEQ.
ID. NO: 1; numero de acesso do Genebank AAY84763.1, VRL
28-NOV-2005; 631 aminocadcidos). Da mesma maneira que 0s
631 aminoadcidos da proteina NS3, o polipeptidio também
inclui uma ponta com uma sequiéncia c-myc, para deteccgdo
com o anticorpo monoclonal anti-myc, e uma ponta de
Histidinas. A proteina foi produzida em Pichia pasto-
ris. Ela é mantida em suspensdo em uma solugdo de Tris
22,5 mM / Urea 3,76 M / NaCl 300 mM. A proteina foi
purificada por meio de cromatografia de coluna de Ni.

Outro polipeptidic de recombinagao também
foi usado como agente imunogénico, o qual contém os 635
aminodcidos que compreendem a seqiéncia completa de uma
proteina NS3 (SEQ. ID. NO: 2; numero de acesso Genebank
D90208) . Da mesma maneira que os aminoacidos corres-
pondentes a NS3, a poliproteina também inclui uma ponta
de Histidinas para a sua purificagdo. A seqgliéncia de
DNA correspondente a NS3 foi obtida por digestdao com
Sal I e Not I do plasmidio gWIZ, que continha a seqién-
cia de NS3 (fornecida por Dr. G. Inchauspe, Lyon, Fran-
ce). O produto da digestdo foi clonado entre os locais
BsrG I e Not I do plasmidio pET-45 (+) (Novagen, Madi-
son WI). Ele foi expresso com E. coli e purificado por
meio de cromatografia de afinidade em uma coluna de ni-
quel seguida por cromatografia por permuta idnica.

De maneira assemelhada, para os ensaios in

vitro utilizou-se como éntigeno um polipeptidio de re-
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combinagdo (Mikrogen; numero de catalogo 94302), o qual
contém os 1ultimos 20 aminodcidos da proteina ndo-
estrutural NS2 e os primeiros 508 aminodcidos da prote-
ina NS3 do HVC (SEQ. ID. NO: 3).

Como agonista de TLR3 utilizou-se po-
1li(I:C) obtido a partir da Amersham (numero de catalogo
27-4732-01) .

Como agonistas de CD40, utilizaram-se an-
ticorpos anti-CD40, purificados a partir do hibridoma
FGK-45 (Rolink A. et al., Immunity 1996. 5: 319-330).

Todos os reagentes continham <1 unidade de
endotoxina per mg de produto, determinada por meio do

ensaio de 1lisado QCL-1000 do 1limulo amebdécito (Bio

Whittaker).

Camundongos

Camundongos C57B1/6 de seis a oito semanas
foram obtidos a partir da Harlan. Também foram usados

camundongos HHD, transgénicos para moléculas humanas
HLA-A2.1 (Pascolo S. et al., J. Exp. Med. 1997. 185:
2043-2051). Todos os animais foram mantidos sob condi-
cdes isentas de agentes patogénicos e foram tratados de
acordo com as regras da instituigao.
Linhas de células

Utilizaram-se células T2 (Salter R. et al.
Immunogenetics, 1985 21: 235-246) como células alvo pa-
ra ensaios de liberacdo de cromo com T-Linfécitos (CTL)
citotdéxicos provenientes de camundongos HHD.

Utilizaram-se células T1, transfectadas
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com um plasmidio carreador da regido de codificagao do
HCV (células T1/HCVcon), para os ensaios de reconheci-
mento de células que expressaram as proteinas do HCV.
Estas células foram proporcionadas pelo Dr. D. Morad-
pour (Freiburg, Germany; Volk B. et al., J Gen Virol.
2005; 86: 1737-1746). Também foram usadas células T1
sem transfeccdo (ATCC, No. de catdlogo CRL-1991) como
controle.

Todas as células foram desenvolvidas em
meio completo (RPMI 1640 10% de soro bovino fetal, 100
U/ml de penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina, 2 mM
de glutamina e 50 uM de 2-mercaptoetanol). A cultura

da 1linha T1/HCVcon também continha 2 mg/ml de G418

(Gibco) .
Imunizacdo

Grupos de dois camundongos foram imuniza-
dos por meio da via i.p. com 50 ug de anti-CD40. Qua-

tro horas depois, eles foram injetados com 50 pg de po-
1li(I:C) (i.v.) e diferentes quantidades dos antigenos:

Proteina NS3 ou misturas de NS3 com peptideos (i.p.).

Estimulo de células esplénicas para a produc¢do de cito-
qguinas

Células esplénicas foram resuspensas em
meio complete e chapeadas a 8 x 105 células/cavidade em
0,2 ml em placas de 96 cavidades com fundo em forma de
“U”, na auséncia ou presenca de peptideos ou da protei-

na NS3 de recombinacdao do HCV.



10

15

20

25

22/31

Dois dias depois, os sobrenadantes foram
coletados para medigdo da presenca de IFN-y por meio de
ELISA (BD-Pharmingen), seguindo-se as instrug¢des do fa-
bricante.

Medicdo da atividade litica de CTL

Com a finalidade de se medirem as respos-
tas de CTL, as passarinhas provenientes dos animas imu-
nizados foram incubadas com peptideos (10 pM) durante 2
horas a 37°C, lavadas duas vezes e cultivadas em placas
de 24 cavidades com uma confluéncia de 7,5 x 106 célu-
las/cavidade. Em experiéncias conduzidas para se medir
o reconhecimento das células T1/HCVcon, cultivaram-se
7,5 x 106 passarinhas de camundongos HHD com 7,5 x 105
de células T1/HCVcon previamente tratadas com Mitomycin
C (Sigma). Em todos os casos, dois dias depois, adi-
cionaram-se 2,5 U/ml de IL-2 (Boehringer-Mannheim GmbH,
Germany) as cavidades e 5 dias mais tarde as células
foram recuperadas com a finalidade de realizar ensaios
de liberacdo de cromo.

A atividade litica foi medida por incuba-
cdo de quantidades diferentes de células de 6rgdo motor
durante 4 horas com 3000 células alvo T2 previamente
carregadas com 51Cr, com e sem peptidio (alvo). No ca-
so de células estimuladas com T1/HCVcon, as células de
érgdao motor foram confrontadas com T1/HCVcon ou TI,
previamente carregadas com 51Cr. Os sobrenadantes da
cultura foram coletados depois de 4 horas de incubacgdo.

A percentagem de lise especifica foi cal-
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culada de acordo com a férmula:

(cpmexperimental — cpmespontanea) / (cpmmaxima — cpmespontanea) x 100
em que a lise espontdnea (medida como cpmespontanea)
corresponde as células alvo incubadas na auséncia de
células de 6rgao motor, e a lise maxima (cpmmaxima) é
obtida por incubacdo das células alvo com 5% Tri-
tonx100.

EXEMPLO 1

A imunizacdo com anti-CD40 e poli(I:C) em conjunto com
uma proteina NS3 induz respostas de CD4+ e CD8+ T mul-
ti-epitébdpicos.

A imunizacdo com anti-CD40 e poli(I:C)
mostrou por si mesma ser muito eficiente para a indugédo
de respostas de CD8+ por meio da utilizag¢do, como agen-
tes imunogénicos, de peptideos sintéticos que represen-
tam epitopes de células CD8+. Muito embora esta estra-
tégia induza respostas potentes, foi demonstrado que
quando ela é co-imunizada com pequenas dquantidades de
proteina NS3 (5 ug/camundongo), que induz resposta de
CD4+, ela aumenta a magnitude da resposta de CD8+ e
também aumenta a resposta de CD8+ de alta afinidade, em
outras palavras, aquela que reconhece baixas concentra-
¢Bes de antigeno. Além disso, a imunizacgdo com pepti-
dios_é apenas efetiva naquelas pessoas Jue possuem mo-
léculas de HLA da mesma restricdo que os epitopes esco-
lhidos. Com o objetivo de atacar estes dois pontos,
realizou-se um estudo de se imunizagdo com maiores

quantidades de proteina NS3 de recombinacdo seria capaz
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de induzir respostas,Anéo apenas de CD4+ , mas também
de CD8+. Para fazer isto, camundongos foram imunizados
com NS3 juntamente com poli(I:C) e anti-CD40, e as res-
postas induzidas foram estudadas. Desta forma, camun-
dongos HHD (dois por grupo) foram injetadds i.p. com 50
ng de anti-CD40. Quatro horas mais tarde, eles foram
injetados com 50 pg de poli(I:C) (i.v.) e 500 npg de
proteina NS3 de recombinacdo (i.p.) (SEQ. ID. NO: 1).
Seis dias mais tarde, os animais foram sacrificados e
as passarinhas foram extraidas. Com o objetivo de ana-
lisar a capacidade de NS3, quando o adjuvante poli(I:C)
+ anti-CD40 é formulado para induzir respostas de CD8+
e CD4+ T, as passarinhas foram estimuladas in vitro com
antigenos diferentes que ativam especificamente estas
populacdes de células. (A) Com a finalidade de anali-
sar as respostas de CD8+, em uma primeira experiéncia
as passarinhas foram estimuladas durante cinco dias com
0os epitopes CD8+ 1073, 1406 ou 1038 na presenga de IL-
2. Depois disso, para cada grupo de células estimula-
das com um peptidio, a sua capacidade foi medida para
efetuar a lise das células alvo que foram carregadas
com o correspondente peptidio (barras pretas) ou para
controlar células alvo sem peptidio (barras brancas).
A Figura 1A mostra os resultados obtidos com uma rela-
¢ao 6rgdo motor:alvo de 100:1. (B) A resposta de CD8+
induzida depois de imunizacdo com NS3 também foi anali-
sada por meio de estudo da produgdo de IFN-y no sentido

dos mesmos epitopes de CD8+. Para fazer isto, as pas-
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sarinhas foram cultivadas com quantidades diferentes de
1073 (circulos pretos), 1406 (tridngulos brancos) ou
1038 (tridngulos pretos). Depois de 48 horas de cultu-
ra, os sobrenadantes foram coletados e mediu-se o con-
teddo de IFN-vy. (C) Com o objetivo de analisar a res-
posta de CD4+ induzida, as passarinhas foram estimula-
das com a proteina NS3 usada na imunizacao (SEQ. ID.
NO: 1). Também, as células foram estimuladas com pro-
teina NS3 comercial produzida na bactéria (SEQ. ID. NO:
3). Da mesma maneira que no ponto anterior, o grau de
ativagdo foi medido por meio da produgdo de IFN-vy.
Antes de qualquer coisa, foi possivel che-
car que este antigeno foi capaz de induzir respostas de
CD8+, que puderam ser detectadas tanto nos ensaios de
liberacdo de cormo (Figura 1A) quanto por meio da indu-
cdo da producdo de IFN-y (Figura 1B). Além disso, esta
resposta foi multi-epitdpica, sendo dirigida no sentido
de varios epitopes de CD8+, que foram caracterizados
dentro da seqiiéncia de NS3 (por exemplo: peptideos
1073, 1406 e 1038). Finalmente, também foi confirmado
que foi capaz de induzir respostas de CD4+ , que reco-
nheceram a proteina NS3 usada na imunizagdo e a protei-
na NS3 comercial produzida na bactéria (Figura 1C). A
resposta no sentido desta ultima foil mais baixa, presu-
miVelmente:devido ao fato de que existiram algumas al-
teragdes na seqiiéncia das duas proteinas e que a prote-
ina expressada nas bactérias foi mais curta, com o que

ela poderia perder alguns epitopes reconhecidos pelos
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CDh4+ T-Linfécitos.

EXEMPLO 2

A administragdo de 25 pug de recombinante NS3 em conjun-
to com poli(I:C) e anti-CD40 é suficiente para induzir
respostas de CD4+ e CD8+ T.

A partir de experiéncias anteriores os in-
ventores souberam que com 5 pg de NS3 foram induzidas
respostas de CD4+ , mas ndo de CD8+, e portanto deseja-
ram descobrir a quantidade minima de NS3 que seria su-
ficiente para induzir respostas de CD8+. Com esta fi-
nalidade, imunizaram-se camundongos HHD com 500, 250,
125 e 25 pg de NS3 (SEQ. ID. NO: 1). Também incluido
como controle estava um grupo imunizado com peptideos
correspondentes aos epitopes CD8+, que induziriam res-
postas de CD8+, mais 5 pg de NS3 (SEQ. ID. NO: 1), que
induziria respostas de CD4+. Para isto, em cada grupo
de animais imunizados com uma dose de NS3 conduziu-se
uma andlise da resposta de CD8+ e da resposta de CD4+.
A resposta de CD8+ foi analisada como a capacidade 1li-
sar células alvo carregadas com o epitope CD8+ 1073
(Fig. 2A), juntamente com a capacidade de produzir IFN-
y com relacdo as diferentes concentragdes dos epitopes
CD8+ 1073 (Figura 2B) e 1038 (Figura 2C). As respostas
de CD4+ foram medidas por meio da capacidade de produ-
zir IFN-y com relacdo a diferentes concentragdes de NS3
(SEQ. ID. NO: 1) (Figura 2D). Esta experiéncia demons-
trou que todas as quantidades de NS3 ensaiadas foram

capazes de induzir respostas de CD8+ , quando as res-
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postas liticas ao peptidio 1073 foram estudadas (Figura
2A), com a dose de 25 ug sendo aquela que induziu a
resposta de intensidade mais fraca. Além disso, todas
as doses foram capazes de induzir a produgdo de IFN-vy
com relacdo aos epitopes 1073 (Figura 2B) e 1038 (Figu-
ra 2C), que indicaram que a capacidade de induzir res-
postas multi-epitdépicas foi mantida mesmo quando as do-
ses foram reduzidas. Finalmente, e como era esperado,
todas elas induziram respostas de CD4+. Considerando-
se que, na maior parte dos casos, a resposta induzida
foi menos quando se utilizaram 25 pg de NS3, para expe-
riéncias posteriores escolheu-se uma dose de 100
pg/camundongo, dose essa a partir da qual ndo se obser-
vou aumento na induc¢do de respostas.
EXEMPLO 3
A imunizacdo com poli(I:C) e anti-CD40 em conjunto com
uma proteina NS3 induz respostas de CD4+ e CD8+ em ou-
tras variedades de camundongos com diferentes MHC.
Considerando-se que em um antigeno tdo am-
plo quanto uma proteina NS3, é possivel encontrar epi-
topes de CD4+ e CD8+, que podem ser apresentadas por
diferentes moléculas de MHC, foi estudada a capacidade
deste protocolo de imunizagdo para induzir respostas de
CD4+ e CD8+ em outra variedade de camundongo com dife-
rentes moléculas de MHC. Para 1sto, camundongos
C57/B16, que tém moléculas de MHC de restrigdo a H-2b,
foram imunizados com 100 pg de NS3 (SEQ. ID. NO: 1).

Com a finalidade de aperfeicoar as respostas, um grupo
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recebeu uma uUnica imunizagdo e o outro grupo recebeu
uma segunda imunizacdo de reforco. Antes de qualquer
coisa, mediu-se a resposta de CD8+, como a producao de
IFN-y contra o peptidio 1629-1637 (SEQ. ID. NO: 7), que
contém um epitope de CD8+ apresentado pelas moléculas
de MHC da classe I H-2 Db. Tal como pode ser observado
na Figura 3A, uma resposta capaz de ser detectada foi
induzida nos dois grupos de camundongos, posto que oOs
niveis foram consideravelmente maiores no grupo que ti-
nha recebido duas imunizacdes (quadrados pretos) do que
naqueles que receberam uma imunizagao (quadrados bran-
cos) . A resposta de CD4+, medida como a produgdo de
IFN-y contra a proteina NS3 de recombinag¢ao (SEQ. ID.
NO: 1) também foi detectada nos dois grupos (Figura
3B), e novamente demonstrou que duas imunizag¢des (qua-
drados pretos) induziram respostas mais potentes do que
uma unica imunizacdo (quadrados brancos).

EXEMPLO 4

A imunizacdo com proteina NS3 em conjunto com poli(I:C)
e anti-CD40 induz respostas de CD8+ capazes de reconhe-
cerem células que expressam proteinas do HCV.

Com a finalidade de estudar se imunizagédo
utilizando-se proteina NS3 em conjunto com poli(I:C) e
anti-CD40 seria capaz de induzir respostas que pudessem
potencialmente exterminar células infectadas com HCV,
utilizou-se um modelo in vitro de células alvo trans-
fectadas com um plasmidio que expressou as proteinas do

HCV (T1/HCVcon). Estas células expressaram OS mMesSmMoOS
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peptideos nas suas moléculas MHC de Class I, como seri-
am expressos por uma célula infectada com HCV; portan-
to, poderia supor-se como uma resposta contra a ultima
de qualquer resposta contra elas. A proteina NS3 (SEQ.
ID. NO: 1) usada nas experiéncias das Figuras 1 a 3
corresponde a uma variedade viral diferente da varieda-
de viral presente nas células T1/HCVcon. Estas duas
variedades apresentam algumas diferengas nos epitopes
CD8+ estudados até agora. Com o objetivo de aperfeigo-
ar a capacidade de reconhecimento dos epitopes CD8+
presentes nas células T1/HCVcon, para esta experiéncia
utilizou uma Proteina NS3 (SEQ. ID. NO: 2) como agente
imunogénico, cuja seqiiéncia teve um grau de homologia
maior do que a proteina presente nas células T1/HCVcon.
Seis dias depois da imunizacdo de camundongos HHD com
100 pg de NS3, as passarinhas foram estimuladas com cé-
lulas T1/HCVcon. A capacidade de reconhecimento das
células T1/HCVcon foi analisada em ensaios de atividade
litica. Para isto, passarinhas estimuladas foram con-
frontadas com células T1/HCVcon e células de controle
T1. Conforme ilustrado na Figura 4, a imunizag¢do com
NS3 induziu respostas com uma capacidade maior para a
lise de células T1l, que expressaram proteinas do HCV
(circulos pretos) do que as células de controle T1
(circulos brancos).

EXEMPLO 5

A imunizacdo com poli(I:C) e com anti-CD40 em conjunto

com a Proteina NS3 induz respostas de T CD4+ e CD8+ du-
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radouras.

Uma das propriedades principais que um
protocolo de vacinacdo tem de possui é a sua capacidade
de induzir respostas de imunizagdo duradouras, de ma-
neira a protecdo conferida pela imunizagdo possa per-
sistir em longo prazo. Com a finalidade de estudar se
imunizacdo com anti-CD40 e poli(I:C) em conjunto com
uma proteina NS3 seriam capazes de induzir esta espécie
de resposta, camundongos HHD foram imunizados com 100
ug de NS3 de acordo com o protocolo descrito no Exem-
plo 1. Com o objetivo de reforgar a resposta, depois
de 15 dias os animais receberam uma dose de reforgo sob
as mesmas condigdes. Sessenta dias depois da segunda
imunizacdo os animais foram sacrificados e suas passa-
rinhas foram estimuladas com diferentes antigenos a fim
de se analisarem as respostas de CD8+ e CD4+ T que Per-
sistiam nesse momento. A fim de se estudar a resposta
de CD8+ T, as células foram estimuladas com o epitope
1073 e realizou-se a medicado da produgdo de IFN-y e da
atividade litica. Tal como se encontra ilustrado na
Figura 5A, sessenta dias depois da segunda imunizagao,
as passarinhas dos camundongos imunizados com anti-CD40
e poli(I:C) em conjunto com a proteina NS3 foram capa-
zes de produzir grandes quantidades de IFN-y quando es-
timuladas com o peptidio 1073, mas ndo na auséncia de
antigeno. Além disso, estas células foram capazes de
lisar células alvo pulsadas com o peptidio 1073 (circu-

los pretos), mas ndo as células alvo que nao continham
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antigeno (circulos brancos) (Figura 5B). Finalmente,
também se estudou a resposta de CD4+ , utilizando-se
como antigeno uma proteina NS3 usada na imunizagdo. A
Figura 5C mostra que este protocolo de imunizagdo tam-
bém induz respostas de CD4+ potentes e duradouras, gue

especificamente reconhecem o NS3.
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<223> Epitope 1038-1047 correspondente a proteina
NS3 viral

<400> 4

Gly Leu Leu Gly Cys Ile Ile Thr Ser Leu

1 5 10

<210> SEQ. ID. NO.: 5
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<213> Virus da hepatite C

<220>
<221> configuragdo--misc

<223> Epitope 1073-1081 correspondente a proteina
NS3 viral

<400> 5§
Cys Val Asn Gly val Cys Trp Thr Val
i 5

<210> SEQ. ID. NO.: 6
<211> 10

<212> PRT

<213> Virus da hepatite C

<220>
<221> configuragdo--misc

<223> Epitope 1406-1415 correspondente a proteina viral



<400>
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6

Lys Leu Val Ala Lev Gly Ile Asn Ala Val

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

5 10

SEQ. ID. NO.: 7
)
PRT

Virus da hepatite C

7

Gly Ala val Gln Asn Glu Val Thr Leu

1

5



10

15

20

25

1/3

REIVINDICACOES

1 - Combinagdo imuno-estimulante para a
profilaxia e tratamento de hepatite C, caracterizada
pelo fato de compreender:

a) um agonista de TLR3,

b) um agonista de CD40 ou uma seqiiéncia de DNA que
o codifica, e

c) um polipeptidio, que compreende a proteina NS3
do virus da hepatite C, ou um fragmento da dita
proteina NS3 com capacidade para induzir res-
postas de CD8+ e CD4+.

2 - Combinag¢do imuno-estimulante, de acor-
do com a reivindicacdo 1, caracterizada pelo fato de
gue o agonista de TLR3 é poli(I:C).

3 - Combinacdo imuno-estimulante, de acor-
do com a reivindicagdo 1 ou 2, caracterizada pelo fato
de que o agonista de CD40 é selecionado a partir de en-
tre um anticorpo anti-CD40, CD40L, e fragmentos dos
mesmos, que conserva sua capacidade de jungdo a CD40.

4 - Combinacdo imuno-estimulante, de acor-
do com a reivindicacdo 3, caracterizada pelo fato de
que o agonista de CD40 é um anticorpo anti-CD40.

5 - Combinacdo imuno-estimulante, de acor-
do com a reivindicacdo 1, caracterizada pelo fato de
compreender:

a) poli(I:C),
b) um anticorpo anti-CD40, e

c) um polipeptidio que contém a proteina NS3.
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6 - Combinacdo imuno-estimulante, de acor-
do com a reivindicacdo 4 ou 5, caracterizada pelo fato
de que o polipeptidio que contém a proteina NS3 é um
polipetidio com SEQ ID. NO: 1.

7 - Combinacdo imuno-estimulante, de acor-
do com a reivindicagcdo 1, caracterizada pelo fato de
que o agonista de que todos os componentes formam parte
de uma Unica composigdo farmacéutica.

8 - Combinacdo imuno-estimulante, de acor-
do com qualquer uma das reivindicag¢des 1 a 6, caracte-
rizada pelo fato de que todos os componentes formam
parte de pelo menos duas composig¢des farmacéuticas di-
ferentes.

9 - Utilizacdo de uma combinagdo imuno-
estimulante de acordo com a reivindicagdo 8, caracteri-
zada pelo fato de que as ditas composicdes farmacéuti-
cas sdo administradas simultaneamente.

10 - Utilizacdo de uma combinag¢do imuno-
estimulante de acordo com a reivindicacgdo 9, caracteri-
zada pelo fato de que as ditas composigdes farmacéuti-
cas sdo administradas em momentos diferentes.

11 - Utilizacdo de uma combinagdo imuno-
estimulante de acordo com a reivindicagdo 9, caracteri-
zada pelo fato de que as ditas composigdes farmacéuti-
cas sdo administradas por meio de vias de administracgéao
diferentes.

12 - Composicdo farmacéutica que contém

uma combinacdo imuno-estimulante de acordo com qualquer
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uma das reivindicagdes 1 a 8, caracterizada peld fato
de que cada um dos componentes esta presente em quanti-
dades farmaceuticamente aceitaveis.

13 - Kit para administragdo de uma combi-
nacdo imuno-estimulante de acordo com qualquer uma das
reivindicages 1 a 6, caracterizado pelo fato de que
ele compreende pelo menos duas composig¢des farmacéuti-
cas diferentes.

14 - Método para produzir uma resposta i-
mune ao virus da hepatite, caracterizado pelo fato de
que consiste em administrar uma combinacdo estimulante
de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a 8, em
uma quantidade efetiva para induzir uma resposta imune.

15 - Método, de acordo com a reivindicacgao
14, caracterizado pelo fato de que consiste de um tra-
tamento profilatico.

16 - Método, de acordo com a reivindicacgdo
14, caracterizado pelo fato de que consiste de um tra-
tamento terapéutico.

17 - Vacina contra o virus da hepatite,
caracterizada pelo fato de que compreende uma combina-
cdo imuno-estimulante definida em qualquer uma das rei-

vindicacdes 1 a 8.
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RESUMO

COMBINACAO IMUNO-ESTIMULANTE PARA A PROFILAXIA E

TRATAMENTO DE HEPATITE C, SUA UTILIZACAO, COMPOSICAO

FARMACEUTICA QUE A CONTEM, KIT PARA SUA ADMINISTRAGAO,

METODO PARA PRODUZIR UMA RESPOSTA IMUNE E VACINA CONTRA

0 VIRUS DE HEPATITE C

A presente invengdo refere-se a uma combi-
nacdo imuno-estimulante para profilaxia e tratamento de
hepatite, caracterizada pelo fato de que cdmpreende um
agonista de TLR3, um agonista de CD40 e a proteina NS3
do virus de hepatite C. Além disso, a invencgdo refere-
se a composigdes farmacéuticas que compreendem a dita
combinagdo imuno-estimulante, ao seu uso € a um kit
composto das ditas composigdes farmacéuticas. Final-
mente, a presente inveng¢do refere-se a um método para
produzir uma resposta imune ao virus da hepatite C e a

uma vacina contra o dito virus.
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