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DESCRICAO

PRODUTOS E COMPOSIGOES PARA UTILIZACAO NA INDUGCAO DA
IMUNIDADE MUCOSAL

Campo da Invencéao

A presente invengdc relaciona-se com produtos e composicdes
para utilizacgdo na inducdo da imunidade mucosal. Em particular, a

invencédo relaciona-se com a utilizacdo de cligonucledtidos

o)

imunoestimuladores contende um motivo CpG sé ou em combinacdo com

outros adjuvantes mucosails para induzir a imunidade mucosal.

Antecedentes da Invengéo

Foram identificados dois compartimentos distintos do sistema
imunoldgico: (i) o sistémico, que compreende a medula 6ssea, o baco
€ 0s noédulos linféaticecs, e (ii} o mucosal que compreende o tecido
linfdide associado com as superficies mucosais e gléndulas de
secrecao externa (McGhee et al., 1992). As superficies mucosais sdo
associadas com o0s tractos gastrointestinal (GI), génito-urinario

(GU) e respiratdrio. Cada compartimento estd associado tanto com as

respostas humorails (anticorpos} como as mediadas por células
(células T citotdxicas), no entanto, hé& diferencas na natureza das
respostas imunolégicas induzidas em cada compartimento. Os
anticorpos associados com o compartimento sistémico sdo

predominantemente dc¢ isotipo IgG, que funcionam para neutralizar os
agentes patogénicos no sistema circulatdério. Em  contraste, os
anticorpos nas mucosas s&o principalmente os anticorpos secretdrios
Igh  (5-LgA), «aque funcionam para evitar a entrada do agente

patogenico no organismo por meio da superficie da mucosa (Lamm et



al., 1992). A imunidade sistémica n&oc pode impedir a entrada de

organismos patogénicos nas superficies das mucosas.

A 1munizac&o sistémica eficaz (isto €&, a administracdo de

ntl
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enio ao compartimento  sistémico) induziré a imunidade

Q

mica mas, de um modo geral, ndo produz respostas de imunidade
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mucosal. Em contraste, os antigénios administrados nas superficies
mucosals desencadelam respostas tanto mucosais (em sitios locails e,
algumas vezes, em sitios distantes) como sistémicas (Haneberg et

al., 1994, Gallichan e Rosenthal, 19953).

A maior parte das vacinas desenvolvidas até a presente data
sdo administradas por via parentérica, por exemplo, por meio de
injeccbes intramusculares (IM) ou intradérmicas (ID) e, como tal,
induzem a principalmente a imunidade sistémica. No entanto, a &rea
combinada da superficie mucosal é mais de 200 vezes maior do que &
da pele e &€ o sitio principal de transmissdo de numerosas doencas
infecciosas. Deste modo, as estratégias actuals de vacinacao

.

permitem que © agente patogénico penetre no organismo e sb 0

0]

combate guando o mesmc estd em circulacgdo. As taxas de infeccéo
de morbilidade poderiam ser reduzidas se pudesse ser induzida a
imunidade mucosal eficaz. Além disso, héa indicios de que as vacinas
mucosals podem ter uma gama de ldade de reciplentes mals ampla.
Finalmente, as vacinas muccsals sdc administradas, muitas vezes,
por meios ndc 1invasivos (por exemplo, gotas nasails, pulverizador
nasal, nebulizador inalado), deste modo, as mesmas sdc mails faceis
e menos cdispendiosas para administrar, tém menos necessidade de
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soal treinado e nenhum risco de ferimento por agulha ou
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cruzada (para apreciagbes ver Mestecky et al., 1992,
94,

Staats et al., 19 O. Hagan, 1994).

Conforme mencionado acima, a marca de gualidade da imunidade

mucosal €& a producdo local de anticorpos S-Igh. Estes constituem



>80% de todos o0s anticorpos em tecidos associados a mucosas € sdo
induzidos, Lransportados e regulados por mecanismos bastante
diferentes daqueles da resposta sistémica. O IgA ¢é de suprema
importancia para & defesa do hospedeiroc porgue actua n&c apenas
para resistir aos agentes patogénicos estritamente mucosals como
também a muitos microrganismos que inicialmente colonizam as
superficies das mucosas porém, subseguentemente, provocam doenca
r

sistémica. Parece haver trés sitios de defesa mucosal mediados por

s}

gA: (1) no lamen, onde o 3-IgA pode neutralizar o©s virus, toxinas
bacterianas e enzimas e actuar como uma barreira mucosal para
evitar ligagdoc viral, aderéncia microbiana e adsorcdo de antigénio;
(ii) no interior de células epliteliais onde o IgA dimérico pode
ligar-se ao antigénio ntracelular; (iii) no interior da léamina
proépria onde o IgA dimérico pode complexar com o antigénio e o
complexo imunoldgico assim formado, transportade para o lumen (Lamm

et al., 1992},

Muitas vacinas em desenvolvimento sdo compostas de antigénios
sintéticos ou recombinantes (péptidos ou polipéptidos). Estes sdo
considerados mais seguros do que os agentes patogénicos
tradicionais atenuados ou inteiros desactivados, porém os mesmcs
sdo frequentemente imunogénicos deficientes e necessitam de
adjuvantes para intensificar a imunidade especifica. Para a
administracdo sistémica, o©s precipitados de aldmeninio {(aldmen)
podem ser adicionados aos antigénios para aumentar as respostas
imunoldgicas. O alimen é actualmente o Unico adjuvante licenciado
para utilizacdo em seres humanos na malor parte dos paises,
incluindo os EUA, no entanto, ndc é adequado para administracdo a
superficies mucosais. Deste modo, a maioria das vacinas mucosails
utilizadas na actualidade contém organismos vivos atenuados, e tem-
se obtido poucc sucessc com a administracido mucosal de vacinas de

subunidades.



A toxina da cOlera (CT) € o adjuvante nmucosal mais
vulgarmente utilizado em modelos animais. A CT é a enterotoxina
principal produzida pelo Vibrio cholerae. E uma proteina polimérica
de 84 kilodalton consistindo em duas subunidades, uma subunidade
monomérica A e uma subunidade B em forma de anel pentamérico. A

subunidade B liga o©s ganglidsidos GM1 na superficie de células

O~

eucaridtica

n

e permite a insercdo da subunidade A no interior do

citosol, onde este ADP-ribosila as proteinas reguladoras ligantes

de GTP associadas com a adenilato ciclase (Spangler, 1992).

A CT intensifica a apresentagdo de antigénio por macrdéfagos,

o]

células epiteliais e células B, promove a diferenciacdac e troca de
isotipo em células B e tem efeitos inibitdérios e estimulatdrios
complexos sobre a proliferacdoc das células T e a producdc da
linfocina (Snicder, 18995). Alguns grupos informam gque a CT pode
activar, de forma selectiva, células T CDA+ do tipo Th2 ao mesmo
tempo gue inibem as células do tipo Thl (Takahashi et al., 1996,)
ao passo que outros registam a activagdo tanto das células T CD4+
do tipo Thl como Th2 (Hornquist e Lycke, 1993). As diferencas podem
ser devido a inUmeros factores incluindo a via de imunizac&o e &

natu

H

era do antigénio.

A endotoxina termoldbil Escherichia coli (toxina 1labil, LT) é
estreitamente relacionada do ponto de vista estrutural e funcional
a CT e tem propriedades adjuvantes semelhantes (Lycke et al.,
1992). A LT pode conferir imunidade a antigénios co-administrados
que por si sé ndo sdc imunogénicos guando administrades por vias
mucosais; este efeito adjuvante ¢é observado guer a LT seja
simplesmente misturada guer seja fisicamente acoplada com ©

antigénic I (Holmgren et al., 1993).

Embora muito eficazes como adjuvantes mnmucosais em modelos

animais, a CT e a LT sdo altamente tdéxicas, e especiaimente em



seres humanos. Foram desenvolvidos mutantes geneticamente
destoxificados tanto da CT como da LT, utilizando mutagénese sitio
dirigida, que, pelo menos em modelcs animals parecem sSer mMenos

téxicas e, no entanto, retém alguma adjuvanticidade (por exemplo, a

LTK63 & a LT com uma unica substituicdc na serina-63) (Rappuoli et
al., 1995, Douce et al., 1994, Pizza et al., 1994, De Haan et al.,
19¢96). No entanto, o nivel de adjuvanticidade ©parece ser

proporcional ao nivel de toxicidade retida e, assim sendo, hé& uma
necessidade evidente para um adjuvante mucosal seguro e eficaz.
Lipford et al., {(Eur. J. Immunol. 1997, 27:2340-2344) informam que
os oligonucledtidos contendo CpG podem actuar como adjuvantes para
respostas imunoldgicas tanto humorais como celulares. Os
oligonucledtidos e antigénics (OVA e o péptido sintético SIINFEKL)
foram 1injectados nas almofadas plantares traseiras de murinos.
Foram estudados os anticorpos do plasma e a actividade CTL dos

nédulos linfaticos.

O Pedido Publicado PCT No. WO 98/14210 regista métcdos para
tratar a asma alérgica utilizando acidos nucleicos que codificam os
antigénios iniciadores da asma. [Estes acidos nucleicos séo
administrados a tecidos gque contém altas concentracdes de células
gue apresentam antigénio. Esta capacidade expressa mas naoc segreda
0s antigénios codificados nas células que apresentam o antigénio

alegadamente aumenta a tolerdncia ao antigénio.

Sumario da Invencao

A presente invencdo relaciona-se com produtos para induzir
respostas imunoldgicas utilizando oligonucledtidos contendo
dinucledétidos CpG imunocestimuladores. Num aspecto, a invencgdo & uma
composicdc para 1lnduzir uma resposta imunoldgica mucosal. Este

oligonucledétido, tendo uma
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sequéncia gue inclui, pelo menos, a seguinte fdérmula:



57 X1 X,CGXs Xg3!

em que C é ndo metilado e X;, X;, X3 e X; sdo nucledédtidos, para a

g

preparacao de ume compesicdo para administracdc a uma superficie
mucosal de um individuo que esta também exposto a um antigénio, a
fim de induzir uma resposta imunoldgica mucosal ao referido
antigeénio no referido individuo.

Numa forma de realizacdo o antigénio ndo ¢ codificado num

vector de acido nucleico. Numa outra forma de realizacdao o

antigénio é codificado por um vector de &cido nucleico.

Em algumas formas de realizacdo da invencdo o oligonucledtido
tem um esqgueleto seleccionado do grupo gue consiste num esqueleto
de fosfodiéster e um esqueleto quimérico. Noutras formas de
realizacdo o oligonucledtido tem um esqueleto de fosforotiocato. Nas
formas de realizacdo em gue o oligonucledtido tem um esqueleto de
fosforotiocato e em que o antigénio é codificado por um vector de
acido nucleico e o CpG & um oligonucledtido €& uma forma de
realizacdo preferida, mas ndo limitada, gue o plasmideo e o0s
oligonucledtidos s&o administrados com um sistema de disperséo
coloidal. Nelgumas formas de realizagdc ¢ sistema de dispersdo
colcidal €& seleccionado do grupc gue consiste em complexos
macromcleculares, nanocapsulas, microesferas, esférulas e sistemas
a base de lipideos. Noutras formas de realizacdo o plasmideo e o©

.

oligonucledtis

{_L

o saoc revestidos com particulas de ouro de séo

administrados com uma pistola para injeccdo de gene (gene-gun).

Um produto para induzir uma resposta imunoldgica mucosal num

[

wdividuo é proporcionado em outros aspectos. Este aspecto €& um

QJ

roduto gue compreende um oligonucledtido, tendo uma seguéncia gue

'O

inclui pelo menos a seguinte foérmula:



57 X1 KCGXy X3!

em que C é ndo metiladoc e Xy, Xz, X3 e X, =dc nucledtidos, um

uma hormona para utilizacidc simulténea, separada ou
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sequencial para induzir wuma resposta inuncldégica mucosal num

individuo ac referido antigénio.

Numa forma de realizacdoc o antigénioc e o oligonucledtide sao
administrados a uma superficie mucosal do individuo. Noutra forma
de realizacdo a hormona é administrada por via sistémica. Numa
forma de realizacZo a hormona é codificada por um vector de acido

nucleico.

Noutros aspectos, a invencdo abrange composicdes para induzir
uma resposta 1munoldgica. Estes aspectos compreendem a utilizacao
de um nucledtido, tendo uma sequéncia que inclui pelo menos a

seguinte férmula.

57 X1XCGX3X43"

em que C é ndo metilado e X;, Xz, X3 e X; sdoc nucledtidos, para a
preparacgédco de uma composicdo para administracdo a uma superficie
mucosal de um individuo que também estd exposto a um antigénio,
para induzir uma resposta imuncldgica mucosal ao referido antigénio
no referidc individuo. As composicdes podem ser administradas por

via oral, intranasal, ocular, vaginal ou rectal.

oF
b

Nalgumas formas de realizagdo o antigénio é administred

C

) por
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via oral, intranasal, ocular, vaginal ou rectal. Noutras form
reallizacdc o antigénic ¢é administrado simultaneamente com ©

oligonucledtido. Preferencialmente, o oligonucledtido e



administrado numa quantidade eficaz para induzir a imunidade

mucosal.

A administracéoc das compesigdes e produtos da invencao
resulta numa inducdo da imunidade mucosal. A imunidade mucosal pode

ser 1incduzida num sitio local e/ou remoto. Nalgumas formas de

(@8

realizacdo a imunidade mucosal induzida num sitic local e noutras

a imunidade mucosal € induzida num sitio remoto, ocu ambos.

A  fim de induzir uma resposta imunoldgica mucosal o
oligonucledtido CpG pode ser administrado com uma dose inicial, uma
dose de reforgo ou ambas. Por exemplo, o oligonucledtido CpG pode
ser administrado com uma dose preparatéria de antigénio. Noutra
forma de realizacdo o oligonucledtido CpG é administrado com uma
dose de reforco do antigénio. Nalgumas formas de realizacdo o
individuo é administrado com uma dose preparatdria do antigénio e
oligonucledtido CpG antes da dose de reforco. Ainda noutra forma de
realizacdo o individuo é administrado com uma dose de reforco de

antigénio e oligonucledtido CpG depois da dose preparatodria.

Num outro aspecto a invencdo relaciona-se com a utilizacdo de
uma composicao para induzir uma resposta imunoldgica sistémica.
Este aspecto abrange a utilizacdo de uma oligonucledtido, tendo uma

sequéncia que inclui pelo menos a seguinte férmula:

57 K1KoCGXXg 3!

em gue C & ndc metilado e ¥4, X;, X3 e Xy sd&o nucledtidos e um

ra a

&3]

ntigénic gque ndo é codificado num vector de acido nucleico, p
acdo de um medicamento para administracdc simultinea,
separada ou sequencial a uma superficie mucosal de um individuo

para induzir uma resposta imunoldgica ao referido antigénio. Numa
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ma de realizacdo o antigénio ndo produz uma resposta imunoldgica
témica quando administrado sé & superficie mucosal.

[O8

sis

De acordo com outro aspecto da invencdo é proporcionado um
produto para induzir uma resposta 1imunoldgica sistémica. Este
aspecto englcba um oligonucledétido, tendo uma seguéncia gue inclul

pelo mencs a seguinte fdérmula:

57 XK KCGX3X 3!

em que C €& ndo metilado e X3, X;, X3 e X; sdo nucledtidos e um
adjuvante nao oligonucledétido para administracéo simultanea,
separada ou sequencial a uma superficie mucosal de um individuo gue
esta exposto a um antigénio, para induzir uma resposta imunoldgica

ac referido antigénio.

Numa forma de realizacdo o antigénio é administrado a uma

superficie mucosal. Noutra forma de realizacdo o antigénio ndo é

codificado num vector de acido nucleico.

C individuo pode estar activamente exposto ac antigénio ou
passivamente exposto ao antigénio. Numa forma de realizagao da
utilizacdo dos produtos e composicdes agquil descritos o individuo
estd activamente exposto ao antigénio e o antigénioc é administrado
a uma superficie mucosal. Noutras formas de realizacdo ¢ antigénio
& administrado simultaneamente com o oligonucledtido. O antigénio
pode ser administrado sé ou em associacdo com um sistemas de
dispersdo coloidal. Nalgumas formas de realizacdo o sistema de
dispers&o colcoidal é seleccionado do grupo gue consiste em
complexos macromoleculares, nanocapsulas, microesferas, esférulas e

sistemas & base de lipidos. Os sistemas & base de lipidos incluem,

2

elas mistas ou

O

opcionalmente, emulsbes Oleo-em-agua, micelas, mni
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ossomas.



Noutras formas de realizacdo o¢ individuo € passivamente
exposto ao antigénio através do contacto ambiental. O individuo gue
¢ passivamente exposto ao antigénio em alguns ambientes & um
individuo em risco de desenvolver uma reaccdo alérgica, uma doenca
infecciosa ou um cancrc. Noutras formas de realizacdoc o individuo

tem uma doenca infecciosa, um cancro, uma alergia ou é um asmatico.

O antigénic gque ¢é passiva ou activamente administradc ao

individuo ¢é gualguer tipo de antigénio conhecido na técnica e

(=N

nclui, por exemplo, c¢élulas, extractos de células, proteinas,
polipéptidos, péptidos, polissacéridos, conjugados de
polissacaridos, péptidos imitadores de pclissacaridos, lipidos,
glicolipidos, hidratos de carbono, alergénios, virus e extractos
viralis e organismos multicelulares, tals como parasitas. Numa forma
de realizacdo o antigénic é derivado de um organismo infeccioso
seleccionado do grupo gue consiste em bactérias infecciosas, virus

infecciosos, parasitas infecciosos e fungos infecciosos.

A utilizacdo dos produtos ou composicgbes da invencdo pode
também incluir o passo de administrar um adjuvante néo
oligonucledtido em associagdc com o© antigénic. Os adjuvantes
mucosais ndo oligonucledtidos podem incluir, por exemplo, a toxina
da célera, derivados da toxina da cblera, toxina 1labil, derivados
de toxina labil, altamen, MLP, MDP, saponinas, tails como QS21,

itocinas, formulacdes de emulsdes Gleo-em—agua e cutras, tais como

c
MF59, SAF, Montanide ISA 720 e PROVAX, polimeros PCPP e ISCOMS.

Noutras formas de realizacdo a utilizacac dos produtos ou
composicdes inclui o passo de administrar ao individuo uma citocina

ou uma molécula co-estimulatdéria B-7.



Nalgumas formas de realizacédo, o) oligonucledtido é
administrado a um individuc por via oral, mucosal, ocular, vaginal,
rectal ou por inalacio.

O ol ode ser modificade. Por exemplo, nalgumas
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formas de realizacdo, pelc menos um nucledtide tem uma modificacdo

>

o
noc esqueleto de fosfato. modificacdo no esqueleto de fosfato pode
ser uma modificacd&o do fosforoticato ou do fosforoditiocato.
Nalgumas formas de realizacdo a modificacdo do esqueleto de fosfato

ccorre no lado 5’ do nucledtido ou no lado 3' do oligonucledtido.

Q cligeonucledtido pode ser de qualgquer tamanno.
Preferencialmente, o oligonucledtido tem 8 a 100 nucledtidos.
Noutras formas de realizagdc o© oligonucledtido tem 8 a 40

nuclec¢tidos de comprimento.

Nalgumas formas de realizacéo K15 sao nucledtidos
seleccionados do grupo gue cocnsiste em: GpT, GpG, GpA, ApA, ApT,
ApG, CpT, CpA, CpG, TphA, ToT e TpG; e X3Xs sd3o nucledtidos
seleccionados do grupo que consiste em: TpT, CpT, ApT, TpG, ApG,
CpG, TpC, ApC, CpC, TpA, ApA e CpA. Preferencialmente, X X, sdo GpA
ou GpT e X3 e X4 sdo TpT. Noutras formas de realizacgdo preferidas X;
ou ¥, ou ambos sdc purinas e X; ou ¥X; sdo ambos pirimidinas ou X;X;
sd30 GpA e ¥; ou X; sdoc ambes pirimidinas. Numa forma de realizacdo
X, €& um T e ¥3 ¢ uma pirimidina. O nucledtido pode ser 1isolado ou

sintético.

Nalgumas formas de realizacdo o oligonucledtido tem uma

Srmula:

h

seguéncia gue inclul pelc menos a seguinte

5TTCNTX X,CCK3X 3!



em que X;, Xz, X3 e Xy sdo nucledtidos, N é& uma sequéncia de &acido

nucleico composta de cerca de 0-25 nucledtidos.

Noutros aspectos, a invencdc incluil composicdes farmacéuticas
para a administracdo de oligonucledtidos CpG por via oral,
intranasal, ocular, vaginal ou rectal. Num aspecto a composicdo é
uma formulagdo oral de um oligonucledétido CpG num tampdo para
neutralizar os &cidos biolégicos. Num outro aspecto a composicdoc &
uma formulacdo intranasal de um oligonucledtido CpG num aerossol.
Noutros aspectos a composicdo € uma formulacido vaginal ou rectal de
um oligonucledtido CpG num supositério ou outro veiculo adequado
para administracdo ao tecido vaginal ou rectal. Noutro aspecto a
composigdo € uma formulacdo ocular de um oligonucledtido CpG numa
solucdo compativel «com o olho. Tais formulacdes estao aqui

descritas, bem como em Remingtons Pharmaceutical Sciences.

Cada wuma das limitacdes da invencdo pode englobar varias
formas de realizacdo da invencdo. Deste modo, & levado em
consideracdo que cada uma das limitacdes da invencdo gque engloba
gqualguer um elemento ou combina¢des de elementos pode ser incluida

em cada aspecto da invencdo.

Breve Descrigdo dos Desenhos

A Figura 1 é um grafico de barras que representa o efeito de
diferentes adjuvantes em titulacgdes totais de IgG anti-HBS, em gue

=
C
N

ganhos BALB/c foram imunizados por inalacdc IN com HBsAg (1 ou
10 pg) sem ou em combinacdoc com toxina da cdlera (CT) e/ou

adjuvantes de oligonucledtido CpG (mcoctivo #1826, SEQ. ID No. S0).

A Figura 2 ¢ um grafico gue representa o efeito de diferentes
adjuvantes sobre as titulacdes totais de IgG anti-H

murganhos BALB/c foram imunizadcos por inalacdo IN com H

12



sem ou em combinag¢do com toxina da cdélera (CT) e/ou adjuvantes de
oligonucledtido CpG (motivo #1826, SEQ. ID No. 90) e as 8 semanas
os murganhos receberam docses de reforco da mesma maneira gue as

doses preparatdrias.

A Figura 3 é um grafico de barras que representa o efeito de
diferentes adjuvantes sobre o isotipo IgG anti-HBs, em que
murganhos BALB/c foram imunizados por inalag¢dc IN com HBsAg (1 ug)
sem ou em compilnacdc com toxina da cdlera (CT) e/ou adjuvantes de
oligonucledtido CpG (mctivo #1826, SEQ. ID No. 290) (1 upg) e as 8
semanas o0s murganhos receberam doses de reforcoc da mesma maneira

que as doses preparatdrias.

A Figura 4 é um grafico de barras que representa o efeito de
diferentes adjuvantes sobre a resposta CTL especifica para HBsAg,
em qgue nurganhos BALB/c foram imunizados por inalacdo IN com HBsAg
(10 pg) sem ou em combinacdc com toxina da cdlera (CT) e/ou
adjuvantes de oligonucledtido CpG (motivo #1826, SEQ. ID No. 90) em
doses diferentes (1 ou 10 pg) e gquatro semanas depols da imunizacgéo
os murganhos foram mortos por overdose de Halotano, os esplendcitos

foram isoclados e a actividade CTL especifica para HBsAg fol medida.

A Figura 5 ¢ um grafico de barras gue representa o efeito de
{iferentes adjuvantes sobre as titulacdes IgA anti-HBs em lavagens
de pulmées, em gue murganhos BALB/c foram imunizados por inalacéo
IN com HBsAg (1 ou 10 ug) sem ou em combinacdoc com toxina da cdlera
(CT} e/ou adijuvantes de oligonucledétido CpG (motivo #1826, SEQ. ID
No. 90) em doses diferentes (1 ou 10 pg) e quatroc semanas depols da
imunizacdc {ou depois do reforgo para o grupc marcado com *) 0S
murganhos foram mortos por overdose de Halotano e os pulmbes foram

lavados com 1 mL de TBS.



A Figura 6 & um grafico de barras que representa o efeito de

diferentes adjuvantes sobre as titulagdes IgA anti-HBs em solucdes
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tos fecais, em gque murganhos BALB/c foram imunizados por

inalacdo IN com HBsAg

1 ou 10 pg) sem ou em combinacdc com toxina
da cbdlera (CT) e/ou adjuvantes de oligonucledétido CpG (motivo
#1826, SEQ. ID No. 90) em doses diferentes (1 ou 10 ug) e quatro
semanas depoils da imunizacdo (ou depois do reforco para o grupo
marcado com *) os murganhos foram isoclados durante 24 horas e o0s
sedimentos fecals foram colhidos e re-suspensos em TBS a 0,1 mg/mL.

A Figura 7 ¢é um gréfico que representa o efeito de diferentes
adjuvantes sobre as tiltulacdes totais de IgA anti-HBs, em que
murganhos BALB/c foram imunizados por inalacdo IN com HBsAg (1 ou
10 ng) sem ou em combinacdo com toxina da cdlera (CT), a
entercotoxina termoldbil (LT) Escherichia coli, a subunidade B da
toxina da cdblera (CTB), um mutante destoxificado da enterotoxina
termolabil FEscherichia coli (LTK63), o oligonucledtido CpG (motivo
#1826, SEQ. ID No. 90) ou oligeonucledtidos de contrclo ndo CpG
(motivo #1982, SEQ. ID No. $0) como adjuvantes (1, 10 ou 500 ng).
Nos grupos gue responderam, todos os murganhos deram titulacdes
>10, excepto no caso de 10 pg de LT onde apenas 1/5 dos murganhos

responderam.

A Figura 8 & um gréfico de barras que representa o efeito de
diferentes estratégias de preparacdc/reforco socbre as titulacgdes
totais de IgG anti-EBs em que murganhos BALB/c foram imunizados:
(i) por injeccdo IM com HBsAg (1 ug) em associacdo com alumen mais
oligonucledtido CpG (motivo #1826, SEQ. ID No. 90) e receberam dose

de reforco as 4 semanas como as doses preparatdrias ou por inalacao

IN com HBsRg (1 pg) sem ou em combinacdo com toxina da colera (CT)
e/ou oligonucledtido CpG (motivo #1826, SEQ. ID No. }; ou {ii) por

inalacdo IN com HBsBAg (1 npg) sem ou em combinac&o com toxina da

célera (CT) e/ou oligonucledtido CpG (motivo #1826, SEQ. ID No.S80)
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e receberam dose de reforco as 4 semanas como as doses
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rias ou por injeccdoc IM com HBsAg (1 ug) em combinacdo com
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repar
alimen mais oligonucledtido CpG (motivo #1826, SEQ. ID No. 90). Os
numeros em cima de cada barra representam a proporcdo entre

IgGa/IgGl.

A Figura 9 & um gréfico de barras qgue representa o efeito de
diferentes estratégias de preparacao/reforco com adjuvantes
diferentes sobre a resposta CTL especifica para HBsAg, em que
murganhos BALB/c foram imunizados: (i) por injeccdoc IM com HBsAg (1
pg) em associacdo com alumen mails oligonucledtido CpG (motive
#1826, SEQ. ID No. 90) e receberam dose de reforco as 4 semanas
como as doses preparatdrias ou por inalacdo IN com HBsAg (1 pg) sem
ou em combinacdo com toxina da cdlera (CT) e/ou oligonucledtido CpG
(motivo #1826, SEQ. ID No. 90); ou (ii) por inalacd&c IN com HBsAg
(1 ng) sem ou em combinacdo com toxina da célera (CT) e/ou
oligonucledétido CpG (motivo #1826, SEQ. ID No.90) e receberam dose
de reforco as 4 semanas como as doses preparatédrias ou por injecgdc
IM com HBsAg (1 ug) em combinacdo com alumen mails oligonucledtido
CpG (motivo #1826, SEQ. ID No. 90) e 4 semanas depols do reforco os
murganhos foram mortos por overdose de Halotano, os esplendocitos

foram isolados e a actividade CTL especifica para HBsAg fci medida.

A Figura 10 é um grafico de barras gue representa o efeito de
diferentes estratégias de preparacdo/reforco com adjuvantes
diferentes sobre a proliferacdo de células T especifica para HBsAg,
em que murganhos BALB/c foram imunizados: (i) por 1injeccdo IM com
HBsAg (1 ng) em associacdo com aluimen mais oligonucledtide CpG
(motivo #1826, SEQ. ID No. 90} e receberam dose de reforco as 4
semanas como as doses preparatdrias ou por inalacgdo IN com HBsAg |
ug) sem ou em combinacdoc com toxina da cdlera (CT) e/ou
oligonucledétido CpG (motivo #1826, SEQ. ID No. 90); ou (ii) por

inalacdo IN com HBsAg (1 pg) sem ou em combinacdo com toxina da
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cdlera (CT) e/ou coligonucledtido CpG {(motivo #1826, SEQ. ID No.90)
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ram dose de reforco as 4 semanas como as doses

preparatorias ou por injeccdo IM com HBsAg

{1 pg) em combinacdo com
alimen mals ocligonucledtide CpG (motivo #1826, SEQ. ID No. 90) e 4
semanas depols do reforco os murganhos foram mortos por overdose de
Halotano, o0s esplendcitos foram isolados e a proliferacdac de

células T especifica para HBsAg foi medida.

A Figura 11 & um grafico de barras gue representa o efeito de
diferentes estratégias de preparacdo/reforgo com adjuvantes
diferentes sobre titulacdes de IghA anti-HBs em lavagens de pulmio,
em que murganhos BALB/c foram imunizados: (i) por injeccdo IM com
HBsAg (1 npg) em associacdoc com alUmen mais oligonucledtido CpG
(motivo #1826, SEQ. ID No. 90) e receberam dose de reforco as 4
semznas como as doses preparatdrias ou por inalacdc IN com HBsAg (1
ug) sem ou em combinacdc com toxina da cdblera (CT) e/ou
oligonucledtido CpG (motivo #1826, SEQ. ID No. 90); ou (ii) por
inalacdo IN com HBsAg (1 ng) sem ou em combinagdoc com toxina da
cblera (CT) e/ou oligonucledtido CpG (motivo #1826, SEQ. ID No.90)
e receberam dose de reforco as 4 semanas como as doses
preparatdrias ou por injeccdc IM com HBsAg (1 pg) em combinacdo com
altimen mals oligonucledtido CpG (motivo #1826, SEQ. ID No. 90).
Quatro semanas depols do reforco os murganhos foram mortos por

overdose de Halotano e os pulmbes foram lavados com 1 mL de TBS.

A Figura 12 & um grafico de barras gue representa o efeito de

diferentes estratégias de preparacdo/reforco com adjuvantes

®

diferentes sobre titulacgdes de IgA anti-HBs em saliva, em qu

murganhcs BALB/c foram imunizados: (1) por injeccdc IM com HRBRsZg (1
pg) em associacgdc com aldmen mail ocligonucledtido CpG (motivo
#1826, SEQ. ID No. 90) e receberam dose de reforco as 4 semanas

como as doses preparatdrias ou por inalacdc IN com HBsAg (1 pg) sem

ou em combilnacdo com toxina da cdlera (CT) e/ou oligonucledtido CpG

S
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{(motive #1826, SEQ. ID No. 90); ou (ii

por inalacdo IN com HBsAg
(1 npg) sem ou em combinacdo com toxina da cdlera (CT) e/ou
cligonucleétido CpG (motivo #1826, SEQ. ID No. 90) e receberam dose
de reforco as 4 semanas como as doses preparatdrias ou por injeccéo
IM com HBsAg (1 ug) em combinacdo com allmen mais oligonucledtido
CpG (motiveo #1826, SEQ. ID No. 90). Quatro semanas depois do
reforco os murganhos foram injectados com 100 uL de solucdo de

cloridrato de Policarpina a 0,5% e a saliva foil colhida.

A Figura 13 é um grafico de barras gue representa o efeito de
diferentes estratégias de preparacdo/reforgo com adjuvantes
diferentes sobre titulagbdes de IgA anti-HBs em solugdes de
sedimento fecal, em que murganhos BALB/c foram imunizados: (i) por
injeccdo IM com HBsAg (1 ng) em assocciacdo com alumen mails
oligonucledétide CpG (motivo #1826, SEQ. ID No. 90) e receberam dose
de reforco as 4 semanas como as doses preparatdrias ou por inalacgdo

CT)

e/ou oligonucledtido CpG (motive #1826, SEQ. ID No. 90); ou (ii)

IN com HBsAg (1 ug) sem ou em combinacdo com toxina da célera (

por inalacdo IN com HBsAg (1 pg) sem ou em combinacdo com toxina da
cblera (CT) e/ou oligonucledtido CpG (motivo #1826, SEQ. ID No.90)
e receberam dose de reforco as 4 semanas como as doses
preparatdrias ou por injeccdo IM com HBsAg (1 pg) em combinacac com
alimen mais oligonucledétido CpG (motivo #1826, SEQ. ID No. 90).
Quatro semanas depois do reforgo os murganhos foram 1isolados
durante 24 horas e o0s sedimentos fecais foram colhidos e re-

suspensos em TBS a 0,1 mg/mL.
Breve Descricao das Tabelas

A Tabela 1 enumera as sequéncias de oligonucledtidos



A Tabela 2 enumera o efeito de diferentes adjuvantes sobre

isotipos de anticorpos especificos para HBsAg.

Murganhos BALB/c foram imunizados por inalacdo IN com HBsAg (1 ug)

sem ou em combinacdc com toxina da cbédlera (CT), a enterotoxina

termolébil (LT) Escherichia coli, a subunidade R da toxina da
cdblera (CTB), um mutante d

estoxificado da enterotoxina termoldbil
(LT) Escherichia coli (LTK63) e/ou o oligonucledtido CpG (motivo
#1826, SEQ. ID No. 90) (1 a 10 ug) como adjuvantes.

0s valcres representam a média geométrica do grupo (GMT) da
titulacdo de diluigdo do ponto final de ELISA para os anticorpos
IgGl ou IgGZa especificos para HBsAg em plasma colhido 4 semanas
depois da imunizacdo. As titulacdes foram definidas como a diluicao
mais alta no plasma resultando num valor de absorvadncia duas vezes

aquela do plasma ndo imunizado com um valor de corte de 0,05.

S3o registadas as proporcdes entre IgG2a e IgGL (IgG2a:IgGl) com
um valor >1 indicando uma resposta predominantemente semelhante a

Th-1.

“N/A: Na&o aplicdvel, uma vez gue ndo foram detectadas qualsquer

respostas ac anticorpo.

@
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n

®=: Todos o©0s murganhos imunizados com combinacdes de

adjuvantes morreram em 96 horas.

A Tabela 3 enumera o efeito de diferentes adjuvantes sobre as

respostas IgA especificas para HBsAg.

‘Murganhos BALB/c foram imunizados por inalacdo IN com HBsAg (1 pg)

¥

sem ou em combinacdo com toxina da cblera (CT) a enterotoxi

v

ina
>rmolabil (LT) Escherichia coli, a subunidade B da toxina da

O]

g
“
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célera (CTB), um mutante destoxificado da enterotoxina termoléabil
(LT) Escherichia coli (LTK63), e/ou oligonucledtido CpG (motivo

#1826, SEQ. ID No. 90) (1 a 10 ng) como adjuvantes. Todos 0s grupos

continham 5 murganhos, salvo indicado em contrérioc.

pt

"0s valores representam a média gecmétrica das titulacdes + o erro
padrdo da média (GMT * SEM) da titulacdo de diluicdo do ponto final

de ELISA para os anticorpos IgA espe

h
-
0
O
n
O

C ara HBsAg em lavagem
de pulmdoc ou solugbes fecals colhidas 4 semanas depolis da

imunizacédo.

‘As titulacdes de IgA em lavagens de pulmdo foram definidas como a
diluicdo mais alta no plasma que resultou num valor de absorvéancia
(OD 450) duas vezes aquela das lavagens de pulmdo ndo imunizadas

com um valor de corte de 0,05.

9As titulacdes de IgA em extractos fecais foram expressas como OD
450 x 10° acima da Dbase (extracto fecal ndoc imunizado). A
seroconversdo foli definida como uma titulagdo do ponto final para

IgG total >100.

f=: Todos os murganhos imunizados com estas combinacdes de

adjuvantes morreram em 96 horas.

A Tabela 4 apresenta as diferentes estratégias
mucosais/parentéricas para a dose preparatéria/reforco utilizadas
para imunizar murganhos BALB/c e resume os resultados relativos a
gqual método induziu as resposta imunoldgicas sistémicas e mucosails

especificas para o antigénio.



Descrigcao Pormenorizada da Invencdo

A  invencdo relaciona-se com produtos e composicdes para
utilizacdo na inducdc de imunidade, compreendendo oligonucledtidos
CpG imunocestimulatdrios. Um aspecto da invencdoc ¢é baseado na
verificacdo de que os oligonucledtidos CpG actuam como adjuvantes
mucosals potentes para induzir respostas imunoldgicas tanto em
sitios locals comc remotos contra um antigénic administrado ao
tecido mucosal. Esta verificacgdo é impressionante mesmo tendc em
vista as verificacgdes anteriores de que o oligonucledtido CpG é um
adjuvante potente para a administracdo sistémica, uma vez gue com a
administracdo sistémica sé a proteina induz respostas imunoldgicas
detectiveis, mas com a administra¢do mucocsal sé a proteina néao
induz uma resposta imunoldgica. Conforme demonstrado nos Exemplos
adiante, tanto a imunidade sistémica comc a mucosal sdo induzidas
pela administracdo de oligcnucledtidos CpG. A imunidade sistémica
induzida em resposta aos oligonucledtidos CpG incluiram tanto
respostas humorais como respostas mediadas por célula para
antigénios especificos que ndo eram capazes de induzir a imunidade
sistémica quando administrados sdés a mucosa. Além disso, tanto os
oligonucledtidos CpG como a toxina da cdlera (CT, um adjuvante
mucosal que induz uma resposta semelhante a Th2) induziram a CTL.
Isto é surpreendente, uma vez gue com a imunizacdo sistémica, a
presenca de anticorpos semelhantes a ThZ ¢é normalmente associada

com uma falta de CTL (Schirmbeck et ai., 1995.).

Além disso, verificou-se que os oligonucledtidos CpG induzem
uma resposta muccsal tanto em sitios locais (por exemplo, o pulmdo)
como remotos {(por exemplo, © tracto intestinal inferior). Embora o
oligonucledtido CpG fosse semelhante a CT para a inducdo dos

nticorpos sistémicos (IgG) e anticorpos mucosals locais (Igh),

&

niveis significativos de anticorpos IgA foram induzidos a um sitio

(@]

mucosal distante apenas por oligonucledtido CpCG e ndo por CT. Isto
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fol surpreendente, uma vez que a CT é geralmente considerada como
sendo um adjuvante mucosal altamente eficaz. Uma outra maneira em

fol superior a CT foil no que diz respeito

()

que © oligonucledtido Cp

& resposta do tipo Th. Conforme foi indicado anteriormente (Snider,

1995y, a CT induz, de forma predominante, o isotipo IgGl de
anticorpos, que sdoc indicativos da resposta do tipo Th2. Em
contraste, o oligonucleétido CpG era mails Thl com anticorpos

predominantemente IgGZ2a, especialmente depois do reforco ou guando
os dois adjuvantes eram combinados. De um modo geral, os anticcrpos
do tipo Thl tém melhores capacidades neutralizantes e, além disso,
a resposta Th2 no pulmdo é altamente indese’javel, uma vez gue esta
& associeda & asma (Kay, 1996, Hogg, 1997). Deste modo, a
utilizacdo do oligonucledtido CpG como adjuvante mucosal tem

beneficios gque ocutros adjuvantes mucosais ndo conseguem obter.

O descobrimento do oligonucleétido CpG como um adjuvante
mucosal sequro e eficaz é também vantajoso pelo facto de que,
embora a CT seja um adjuvante mucosal altamente eficaz, € muito
téxica para utilizacdo em seres humanos. Um murganho (~20 g de peso
corporal) pode tolerar o efeito tdxico de até 10 pg de CT, no
entanto, uma dose tdoc pequena quanto 1-5 pg causaréd grave diarreia
num ser humano (~70 Kg de peso corporal) (Jertborn et al., 1992).
Os animais gue inalam o oligcocnucledtido CpG nd&o apresentaram, a
curto prazo, sinais de sofrimento em relacgdo aqueles que receberam

50 HBsAg e todos recuperaram rapidamente sem qualgquer efeito

n

duradouroc aparente. O oligonucledbdétido CpG é bem tolerado em alta
doses (por exemplo, superior a 100 pg), quando administrado de
forma sistémica ou mucosal. Deste modo, num aspecto, a invencido &
uma composig¢do para induzir uma resposta imunoldgica mucosal num

individuo. Este aspecto abrange a wutilizacdoc de oligonucledtido

tendo uma seguéncia que inclui, pelo menos, a seguinte férmula:

57 X1 XoCGX5X, 3!
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em gque C & n&o metilado e Xi, Xz, X; e ¥, sdo nucledtides, para a
preparacdo de uma composicdo para administracdo & uma superficie
mucosal de um individuo gque estd também exposto a um antigénio,
para induzir uma respcsta imunoldgica mucosal ao referido antigénio
no referido individuo. O oligonucledtido, aqui referido como o

oligonucledtido ou o oligonucledtido CpG, nac é um vector plasmico.

tas distingdes sdc esclarecidas nas definicdes apresentadas

O cligonucledtido CpG é particularmente Gtil comoc uma vacina
profilédtica para a inducdo da imunidade mucocsal de um individuc em
risco de desenvolver uma infecgldc com um crganismo infeccioso ou um
individuo em risco de desenvolver uma alergia ou cancro. Um
“individuo em risco”, conforme utilizado neste contexto, é um
individuo gque tem qualguer risco de expcsigdoc a um agente
patogénico ou alergénio infeccioso causador de infeccdo ou de
desenvolver cancro. Por exemplo, um individuo em risco pode ser
quem estd a planear viajar para um area onde é& encontrado um tipo
em particular de agente 1infeccioso ou alergénio ou pode ser um
individuco que, pelc seu estilo de wvida ou procedimentos médicos,
esté exposto a fluidos corporals gue podem conter organismos
infeccioscs ou mesmo qualquer individuo que vive numa édrea onde foi
identificado um organismo infeccioso ou um alergénio. Os individuos
em risco de desenvolver infecgdo também incluem as populacdes em
geral as quails uma entidade médica recomenda a vacinagdo com um
entigénio de organismo infeccioso em particular. Se o antigénio for
um alergénio e o individuo desenvolve respcstas alérgicas aguele
antigénio em particular e o individuo & exposto ao antigénio, isto

¢, durante a estacdo do pdlen, entdo aguele individuco estéd em risco

-~

t
ndividuos em risco de desenvolver

[N

de exposicdo ao antigénio. OCs

cancro incluem  aqueles com  uma predisposicéo genética ou

previamente tratados contra o cancro e agqueles expostos e agentes



carcinogéneos, tails comoc o tabaco, o amiantc e outras toxinas

gquimicas ou excessiva luz solar e outros tipos de radiacdo.

Para além da wutilizagdo do oligonucledétido CpG para o

tratamento profildtico, a invencdo também abrange a utilizacic do

oligonucled tratamento de um individuc que tem uma
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infeccdo, uma alergia ou um cCancro.

Um “individuo que tem uma infeccdo” é um individuo que foi

exposto a um agente patogénico infeccioso e tem niveis agudos ou

[®]
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rénicos do patogénioc no organismo. O oligonucledtido CpG pode ser
utilizado com um antigénio para construilr uma resposta imunoldgica
mucosal especifica ac antigénio, que é capaz de reduzir o nivel ou
erradlicar o patogénio infecciosoc. Uma doenca infecciosa, conforme
utilizado neste contexto, é uma doencga gue surge da presenca de um
microrganismo estranho no corpo. E particularmente importante
desenvolver estratéglias de vacina e tratamentos eficazes para

proteger as superficies mucosais do corpo, gque sdo os sitios

principais de entrada do agente patogénico.

Un “individuo que tem uma alergia” é um individuo gue tem ou
esta em risco de desenvolver uma reacgdo alérglica em resposta a um
alergénic. Uma “alergia” refere-se a hipersensibilidade adgquirida a
uma substéncia (o alergénio). As condig¢des alérgicas incluem, mas
ndo se limitam a eczema, rinite alérgica ou coriza, febre do feno,
conjuntivite, asma Dbrénguica, urticaria (erupgdes da pele) e
alergia a alimentos, e outros estados atépicos.

Actualmente, as doencgas alérgices sdo geralmente tratada

wn

pela injecgcdc de pequenas doses de antigénio seguida pelo
subseguente aumento da dosagem de antigénic. Cré-se qgue este
procedimento induz & tolerd&ncia ao alergénio para evitar reaccdes

alérgicas futuras. Estes métodos, no entanto, podem levar varios
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nvencdo evitam estes propblemas.
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As alerglas sdo causadas, de um modo geral, pela geracdo de
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anticorpo IgE contra alergénios inofensivos. As citocinas gue
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induzidas pela administracdo mucosal de oligonucledtido CpG n
metilado sé&o, predominantemente, de uma classe chamada “Thl”
(exemplos sdo IL-1Z e IFN-y) e estes induzem respostas imunoldgicas
tanto humorails gquanto celulares. Cs tipos de anticorpcs associados
com a resposta Thl sdo geralmente mais protectores porgue ©S mesmos
tém altas capacidades de neutralizacdo e opsonizacdo. O outro tipo

associada com a

JOR

importante de resposta imunoldgica, que est
producdo das citocinas I1L-4, IL.-5 e IL-10, sdc chamadas de
respostas imunoldgicas Th2. As respostas ThZ abrangem unicamente os
anticorpos e estes tém mencs efeito protector contra a infeccéo e
alguns 1isotipos ThZ (por exemplo, IgE) estdo associados com a
alergia. De um modo geral, parece gque as doencas alérgicas s&o
mediadas pelas respostas imunoldégicas do tipo Th2, enguanto as
respostas do tipo Thl prcporcionam a melhor proteccdo contra
infeccdo, embora as respostas Thl excessivas sejam associadas con
doencas autoimunes. Com base na capacidade dos oligonucledtidos CpG
de deslocarem a resposta imunoldgica num individuo de uma resposta
Th2z (gue estd associada com a producdo de anticorpos IgE e alergia)
para uma resposta Thil (que é protectora contra as reacches
alergicas), uma dose eficaz para induzir uma resposta imunoldgica

de um oligonucledtido CpG pode ser administrada a um

[e3)
-

mu

Q

(O3]

[
Q.

indiv a tratar ou evitar uma alergia.

I

uo pa

O

0]

sde  modo, o oligonucledtide CpG  tem uma utilidade

terap

r
(O3
t

u

(

ica significativa no tratamentc de estados alérgicos, tails

¢t

e IL-4 e a IL-5 séo

o8]

como a asma. As citocinas ThZ, especialmen

elevadas nas vias aéreas de individuos asmaticos. Estas citocinas
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promovem aspectos importantes da resposta inflamatéria asmatica,

incluindo a troca do isotipc IgE, quimiotaxia de eosinéfilo e

j»]

as Thl,

activacdo e cresclimento de mastdcitos. As citoci

H

especialmente a IFN-y e a IL-12, podem suprimir a formacdoc de
clones de ThZ e a producgdo de citocinas ThZ. O termo “asma” refere-
se¢ a um distirbic do sistema respiratério caracterizado por
inflamacdo, estreitamento das vias aéreas e reactividade aumentada
das vias aéreas a agentes inalados. B asma é freguentemente, embora

nac exclusivamente, associada com sintomas atdpicos ou alérgicos.

Um “individuce com cancro” é um individuo gque tem células
cancerosas detectdveis. O cancro pode ser um cancro maligno ou nédo
maligno. Os cancros ou tumores incluem, mas ndo se limitam ao
cancro do tracto biliar; cancro do cérebro; cancro da mama; C&ncro
cervical; coriocarcinoma; cancro do cdlon; cancro endometrial:;
cancro esofageano; cancro gastrico; neoplasmas intraepiteliais;
linfomas; cancro do figado; cancro do pulmdo (por exemplo, da
célula peguena e da células ndo peguena); melanoma; neuroblastomas;
cancrc oral; cancro ovariano; cancro do péancreas; cancro da
prostata; cancro rectal; sarcomas; cancro da pele; cancro

esticulay; caencro da tirdide; e cancro renal, bem como outros

ot

carcinomas e sarcomas.

Um “individuo” pode significar wum ser humano, um animal
verteprado incluindo mas ndo limitado a um cdo, gato, cavalo, vaca,
porco, ovelha, «cabra, galinha, primata, por exemplo, o© macaco,
peixe (da espécle de aquacultura), por exemplo o salmdo, rato e

murganho.

Um oligonucledtido CpG é um oligonucledtido gue incluil, pelo
menos, um dinucledétido CpG ndo metilado. Um cligonucledtido que
centém pelo menos um dinucleodtido CpG ndc metilado é uma molécula

de acidc nucleico gue contém uma sequéncia de dinucledtido
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citosina-guanina ndoc metilada (istoc é, “Cpg ADN” ou ADN contendo

uma citosina 5’ seguida pcr guanosina 3’ e ligada por uma ligaca
s

h
O
u;
h
W
+
O
o

activa o sistema 1munoldgico. 0Os oligonucledtido
podem ser de fite dupla ou de fita simples. De um mode geral, a&as
moléculas de [ita dupla s3do mails estavels in vive, ao passo que as

moléculas de fita simples tém actividade imunoldgica aumentada.

Os termos “acido nucleico” e “oligonucledtido” sdo utilizados
de forma alternada para significar nucledétidos multiplos (por
exemplc, ribose ou desoxirribose) ligados a um grupo fosfato e a
uma base crgdnica permutdvel, que & uma piramidina substituida (por
exenplce, citosina (C), timina (T) ou wuracil (U)) ou uma purina
substituida (por exemplo, adenina (A} ou guanina (G)). Conforme
utilizado neste contexto, oS termos referem-se a
cligorribonucledtidos Dbem como oligodesoxirribonoucledtidos. Os
termos incluirdc também polinucledsidos (isto &, um polinucledtido
mencs ¢ fosfato) e qualguer outro polimero contendo base crganica.
As moléculas de acido nucleico podem ser obtidas de fontes de acido
nucleico existentes (por exemplo, genémico ou cADN) mas,
preferencialmente, sdo sintéticas (por exemplo, produzidas por
sintese de oligonucledtido). A totalidade do oligonucledtido CpG
pode ser ndo metilada ou porgdes podem ser ndo metiladas mas, pelo

mencs o C do 5'CG 3’7 tem de ser ndc metilado.

Varios aspectos da invencdo podem ser conseguidos por meio da
administracdc de um oligonucledtide contendo CpG ao individuo para
induzir wuma resposta imunoldgica mucosal. Conforme utilizado neste

contexto, wum “oligonucledtido CpG” e um vector de expressao

t

plasmideo” sdoc mutuamente exclusivos. 0Os termos “oligonucledtidoe

CpG” ou “acido nucleico CpG” s&o utilizados para referir a gualguer

o}

cleico contendo CpG excepto para um vector plasmideoc
contendo CpG. Um vector de expressdo plasmideo & uma molécula de

dcido nucleico gue inclui, pelo menos, um promotor € um gene Jque
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codifica um péptido ou fragmento de péptido. O vector de expressdo

de plasmideo inclul uma seqguéncia de acido nucleico que codifica o

T
D
T
&
e
Q.
O
e

ue & operativamente ligado a uma sequéncia de expressio de

gene gue dirige a expressdo do péptido no interior de uma célula

eucaridtica. A “sequéncia de expressio de gene” é qgualquer
sequéncia reguladora de nucledtido, tal como uma sequéncia

promotora ou a combinacdo promotora-intensificadora, que facilita a
transcricdo e traducdo eficlente do péptido ac qual esta
operativamente ligada. A seqguéncia de expressdo de gene pode, por
exemplo, ser um um promotor de mamifero ou viral, tal como um
promotor constitutivo ou 1induzivel., Tais construcdes siao ben

conhecidas dos especialistas na técnica.

Numa forma de realizagdc preferida a invencdo propcrciona um

oligonucledtido CpG representado, pelo menos pela férmula:
5TN;XiCGXoNL3 "

em que, pelc menos um nucledtido separa CpGs consecutivos; X; é
adenina, guanina ou timina; X, & citosina, adenina ou timina; N é
qualguer nucledtido e N; e N; sdoc sequéncias de acido nucleico

compostas de cerca de 0-25 Ns cada uma.

Numa outra forma de realizacdc a invencdo proporciona um

oligonucledtido CpG isoclado representado, pelo menos, pela formula:

5" N1X K CGX3X N, 3T

idos seleccionados do grupc gque consiste em: GpT, GpG, GpA,

ApA, ApT, ApG, CpT, CphA, CpG, Tph, TpT e ToG; e ¥X; séo

nucledtidos seleccionados do grupo que consiste em: TpT, CpT, ApT,
G

TpG, 2pG, CpG, TpC, 2pC, CpC, TpAR, RApA e CpA; N & gqualquer



D>

nucledétido e Ny e N; sdoc seguéncias de &dcido nucleico compostas de
cerca cde 0-25 Ns cada uma. Preferencialmente, X;X, sdo GpA ou GpT e
X3Xs sd&o TpT. Noutras formas de realizacdo preferidas X; ocu X: ou
ampbcs sdo purinas e X; ou X; ou ambos are pirimidinas ou ¥X;X; sé&o
CpA e X3 ou Xy ou ambos sd&o pirimidinas. Numa forma de realizacdo
e Ny do acido nucleico nfo contém um cuadmer CCGG ou
GCC ou mais de um trimeroc CCG ou CGG. Q efeito de um cuadmer CCGG
cu CGCG ou mais de um trimerc CCG ou CGG depende, em parte, do
status do esgueleto do oligonucledtido. Por exemplo, se O
cligonucleotido tiver um esqueleto de fosfodiéster ou um esqueleto
quimérico a inclusdo destas seguéncias no oligonucledtido terdo
apenas um efeito minimo, se tiverem algum efeito sobre a actividade

bioclégica do oligonucledtide. Se o esqueleto for completamente de

(w3

fosforoticato ou significativamente de feosfotioato, entéo, a
inclusdo destas sequéncias pode ter mals influéncia sobre a
actividade bioldgica ou a cinética da actividade bioldgica. No casc
em que ¢ oligonucledtido CpG € administrado em assoclacaoc com um
antigénioc que & codificado num vector de &cide nucleico, &
preferido que o esqueleto do oligonucledtido CpG seja de
fosfodiéster ou quimérico. Pode ser completamente de fosfotiocato se
o oligonucledétido for administrado directamente a célula. A célula
pode ter um problema em captar um oligonucledtido completamente de
fosfotiocato na presenca de um vector plasmideo. Deste modo, gquando
tantoc um vector como um oligeonucledtido sdc adminsitrados a um
individuo, ¢é preferido que o oligonucledétido tenha um esqueleto de
fosfodiéster ou gquimérico ou gue tenha um esqueleto de fosfotioato
mas gue seja assocliado a um velculo gue o administre directamente &
célula. Tais veiculos sdo conhecidos na técnica e incluem, por

exemplo, liposscomas e pistolas para injecgdo de genes.

Numa outra forma de realizacido preferida o oligonucledtido

PN

CpG tem a seguéncia 5'TCNiTRiXKpCGX3X37.
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Preferencialmente, oS oligonucledtidos CpG da invencio
incluem X;X, seleccionados do grupo gue consiste en GpT, GpG, GpA e
ApA e X3X; € seleccionado do grupo que consiste em TpT, CpT e TpC.
Para facilitar a captacdo dentro das células, os oligonucledtidos
gue contém CpG, preferencialmente, tém na gama de 8 a 30 bases de
comprimento. No entanto, os &cidos nucleicos de qualquer tamanho
maior de 8 nucledtidos (mesmo de muitos kb de comprimento) sdo
capazes de induzir uma resposta imunoldgica de acordo com a
invencéo se estiverem presentes suficientes motives
imunoestimulatdérios, uma vez gue A&cidos nucleicos maiores sdo
degradados em oligonuclebdtidos no interior das células. Os
oligonucledétidos sintéticos preferidos ndo incluem um quadmer CCGG
ou CGCG ou mails de um trimero CCG ou CGG prdéximo ou nos terminais
57 e/ou 37. Sao também preferidos oS oligonucledétidos
estabilizados, em gue o oligeonucledtido incorpora uma modificacédo
de esqueletc de fosfato, conforme discutido em mais pormenor
adiante. A modificacdo pode ser, por exemplo, uma modificacao de
fosforoticato ou fosforoditicato. Preferencialmente, a modificacdo
do esgueleto de fosfato ocorre na extremidade 5’ do &cido nucleico,
por exemplo, nos doils primeiros nucledtidos da extremidade 5’ do
oligonucledtido. Além disso, a modificacdo do esqueleto de fosfato
pode ocorrer na extremidade 3’ do acido nucleico, por exemplo, nos
ultimos cinco nucledtidos da extremidade 3’ do Aacido nucleico.
Alternativamente, o oligonucledtido pode ser completa ou

parcialmente modificado.

Preferencialmente, o oligonucledtido CpG estd na gama de

entre 8 e 100 e, mais preferencialmente, entre 8 e 30 nucledtidos

wn

de tamanho. Alternativamente, os oligonucledétidos CpG podem ser

roduzidos em larga escala em plasmideos e degradados em

e,

b

ligonucledtidos.
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CpG pcde ser

ser administrado em

nucleico. Um

o ignificado

nucleico associada a (por exemplo,

covalente; ou encapsulada

exemplo,

a céelula alvo (por exemplo,

j83]
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ap

complexcs de administracdo de

nucleicos associados a: um esterol (

lipido (por exemplo,

ou um agente de ligacdo especifico para a célula alvo

um ligando reconhecido pelo

alvo). Os complexos preferidos podem

in wvivo a fim de evitar o desacopla

ot

nternalizacao pela célula alvo.

S

t

livavel sob certas condicdes no

C

do nucleico seja libertado numa

.

C

-

AR

no interior de)

tacdo celular aumentada pelas células alvo).

acido

um lipido catidnico,

receptor

No entanto,

interior da célula,

administradce directamente ao

assoclacdo com um complexo de

c racio de

t

onmplexc de admini

n

acid

de

o3

uma molécula e o)

ligada de forma 1idénica ou

um meio selectivo (por

uma molécula gue resulta em ligacdo de afinidade mais alta

as superficies de células dendriticas

Exemplcos de

nucleico incluem 4acidos

por exemplo, colesterol), um

virossoma ou lipossona)

(por exemplo,

especifico para a célula
ficientemente estaveis

da

ser su

mento significativo antes
¢ complexo pode ser

de modo que ©

forma funcional.

Foram descritcs veiculos de administracao para administrar o

antigénio as superficies mucosais.
antigénio pode ser administrado sé
ou utilizando

Por exemplo,

ft @]

os de administracdo: Cocleatos

(Vancott al.,
al., 1993,
1999);

1992,

Emulsomes et
Carlsson
Morein et al.,

1989,

Lipossomas

et al., de Haan 199%a,

exemplo, Salmonella,

Shigella, Lactobacil

1988, Chatfield et

O oligonucledtido

(por exemplo,

qualsquer

1

(Chi

CpG e/ou o

em solu¢do salina

veiculos de administracdo

foram descritos osg seguintes

(Gould-Fogerite et al., 19594,
998, al.,

et

Lowell et

1. 1991,

y

= 4

lders et al.,
1995b); Vectores
Esch

et



Nugent et al., 1998); Vectores virals vivos (por exemplo, Vaccinia,

adenovirus, Herpes Simplex} (Gallichan et al., 1993, 1995, Moss et
al., 1996, Nugent et al., 1998, Flexner et al., 1988, Morrow et
al., 1999); Micro esferas (Gupta et al., 1998, Jones et al., 1996,
Maloy et ai., 1994, Moore et al., 1995, O'Hagan et al., 1994,
Eldridge et al., 1989); Vacinas de &cido nucleico (Fynan et al.,

1993, Kuklin et al., 1997, Sasaki et al., 1998, Okada et

Ishii et al., 1997); Polimerocs (por exemplo, carboximeti
chitosano) (Hamajima et al., 1998, Jabbal-Gill et ail., 1

pcliméricos (Wyatt et al., 1898); Proteossomas (Vancott et al.,
1998, Lowell et al., 1988, 1996, 1997); Fluoretc de so6dio (Hashi et
al., 1998); Plantas transgénicas (Tacket et al., 1998, Mason et
al., 1998, Hagqg et al., 1995); Virossomas (Gluck et al., 1992,
Mengiardi et al., 1995, Cryz et al., 1998); Particulas semelhantes
a virus (Jiang et al., 1999, Leibl et al., 1998). Outros veiculos
de administracdo sdo conhecidos da técnica e alguns exemplos

adicionais sao fornecidos adiante na discussao dos vectores.

Uma "segquéncia palindrdémica" significara uma repeticgdo
invertida (isto &, uma sequéncia tal como ABCDEE'D'C'B'A' em que A
e A' sdo0 bases capazes de fcrmar os pares de bases usuals Watscn-
Crick. Estas sequéncias podem formar estruturas de fita dupla 1in
vivo. Numa forma de realizacdo o oligonucledtido CpG contém uma

TT

sequéncia palindrémica. Uma sequéncia palindrdmica, conforme

utilizado neste contexto, refere-se a um palindromo em que o CpG é

perte do palindromo e, preferencialmente, é o centro do palindromo.

Numa outra for oligonucledtido CpG é livre de um
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palindromo. Um oligonucledtido CPG que é livre d

um em gue o dinucledtido CpG néo é parte de um palindromo.



Uma “molécula de acido nucleico estabilizada” significaréd uma

0N

cula de adcido nucleico gue ¢é relativamente resistente a

ES

=}
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egradacdo in vivo (por exemplo, via uma exo- ou endo-nuclease). A
estabilizacdc pode ser uma funcdo do comprimentc ou esqueleto
secundaric. Os oligonucledtidos CpG que tém dezenas a centenas de
kbs de comprimento saoc relativamente resistentes a degradacd3c 1in
vive. Para oligonucledtidos CpG mais curtos, a estrutura secundaria
pode estabilizar e aumentar o seu efeito. Por exemplo, se a
extremidade 3’ de um oligonucledtido tem auto-complementaridade com
uma regidoc a montante, de modo gue possa dobrar-se e formar um tipo
de estrutura em “stem-loop,” entdo, ¢ oligonucledtido torna-se
estabilizado e, deste modo, exibe mails actividade.

Os oligonucledtidos estabilizados preferidos da ©presente
invencdo tém um esqueleto modificado. Fol demonstrado que a
modificacdo do esqueleto do oligonucledtido preoporciona actividade
acentuada dos oligonucledtidos CpG guando administrados in vivo. As
construcdes CpG, incluindo pelo menos duas ligacdes de
fosforoticato na extremidade 5’ do oligonucleétido em ligacgdes
maltiplas de fosforotioato na extremidade 3’, preferencialmente 5,
proporciona actividade proximal e protege o oligonucledtido de
degradagdo por exo- e endo-nucleases intracelulares. Outros
nucledétidos modificados incluem oligonucledtido de fosfodiéster
modificado, combinacdes de oligonucledtide de fosfodiéster e

combinacdes destas.

Cada uma destas combinacdes e seus efeitos

[{]

m particular

sobre células imunocompetentes esta discutidec em mais pormencr no

Pedido de Publicac&c de Patente Publicado PCT No. W0S88/18810, que
a prioridade acs documentos Numero de Série U.S.

08/738.652 e 08/960.774, depositades em 30 de Outubro de 19%6 e 30
b

ro de 1997, respectivamente. Cré-se que estes

cligonucledtidos modificados podem demonstrar mals actividade



estimulatdria devido & resisténcia intensificada a nuclease,
captacao celular aumentada, ligagdo proteica aumentada e/ou
localizacdo intracelular alterada.

Tantos os nucledtidos de fosforoticato como de fosfodiéster

contendo motivos CpG sdo activos na células imunocompetentes. No

entanto, com Dass na concentracdc necessarla para induzir os
efeitos CpG-especificcs, os oligonucledtidos CpG de esqueleto de

fosforoticato reslistentes a nuclease sd40 mais potentes (2 pg/ml

para o fosforctioato vs. um total de 90 pg/mlL para fosfodiéster).

Outros oligonucledétidos estabilizados incluem: andlogos de
ADN ndo idnicos, tails como fosfatos de alquilo e arilo (em que ©

énio fosfonato carregadce € substitulido por um grupc alquilo ou

O

[~

) X

L

arilo), fosfodiéster e alquilfosfotriésteres, em gue a unidade
oxigénio carregada ¢é algquilada. Fol também demonstradc gue os
oligonucledétidos gue contém diol, tals como tetraetilenoglicol ou
hexaetilenoglicol, em cada ou em ampbos 0s terminais sao

substancialmente resistentes a degradacdo por nuclease.

As seqguéncias de acido nucleico da 1invencdo que s&o uteis
como adjuvantes mucosails sdc aquelas amplamente descritas e
reveladas no Pedido de Publicacdoc de Patente Publicado PCT No.

W0S8/.8810, que reivindica prioridade aos documentos Namero de

D]

de Outubro de

C

rie U.S. C8/738.652 e 08/9€0.774, depositados em 3!
1996 e 30 de Outubro de 1997, respectivamente. As sequéncias
exemplificativas incluem, mas ndo sadao limitadas aguelas sequéncias

imuncestimulatdrias ilustradas na Tabela 1.
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GCTAGACGTTAGCGT;

[0}]

CATGACGTTGAGCT;
ATGGAAGGTCCAGCGTTICTC;
ATCGACTCTCGAGCGTTCTC;
ATCGACTCTCGAGCGTTCTC;
ATCGACTCTCGAGCGTTCTC;
ATGGAAGGTCCAACGTTCTC;
GAGAACGCTGGACCTTCCAT;
AACGCTCGACCTTCCAT;

()
T
G

GAGARACGCTCGACCTTCGAT;

]

AGAACGCTGGACCTTCCAT;
GAGAACGATGGACCTTCCAT;
GAGAACGCTCCAGCACTGAT;
TCCATGTCGGTCCTGATGCT;
TCCATGTCGGTCCTGATGCT;
TCCATGACGTTCCTGATGCT;

-3

TCCATGTCGGTCCTGCTGAT;

]

e
)

.:’

AACGTT;

[

(
-

=3
O
2
)
O
@
0
3

CTCTCCAGCGTTCTC;

=
3
)]
0]
T
@]

Tabela 1 - sequéncias

(SEQ ID NOC: 1)
(SEQ ID NC: 2)
{(SEQ ID NO: 3}
(SEQ ID NO: 4)
(SEQ ID NC: 5
(SEQ ID NC: 6
(SEQ ID NO: 7)
{(SEQ ID NO: 8
(SEQ ID NO: 9)
(SEQ ID NO: 10)
(SEQ ID NO: 11)
(SEQ ID NOC: 12)
(SEQ ID WOC: 13)
(SEQ ID NO: 14)
(SEQ ID NO: 15)
(SEQ ID NO: 16)

(SEQ ID NO: 20)
(SEQ ID NO: 21)

{SEQ ID NC: Z2Z;

(SEQ ID NO: 24)
(SEQ ID NO: 25)
(SEQ ID NO: 2

(SEQ ID NO: 27)

(SEQ ID NO: 28)
(SEQ ID NO: 29
(SEQ ID NO: 30
(SEQ ID NO: 31)

34



TCCATGCCGGTICCTGATGCT,;
TCCATGGCGGTCCTGATGCT;
TCCATGACGGTCCTGATGCT;
TCCATGTCGCT
TCCATGTCGTCCCTGATGCT;
TCCATGACGTGCCTGATGCT;
TCCATAACGTTCCTGATGCT;
TCCATGACGTCCCTGATGCT;
TCCATCACGTGCCTGATGCT;
GGGGTCAACGTTGACGGGG;,

G

0!

GGGGTCAGTCGTGACGGSE

s

GCTAGACGTTAGT

]
=

ACCATGGACGATCTGTTTCCCCTC;
TCTCCCAGCGTGCGCCAT;
A\CCATGGACGAARCTGTTTCCCCTC;
ACCATGGACGAGCTGTTTCCCCTC;
ACCATGCACGACCTGTTTCCCCTC;
ACCATGGACGTACTGTTTCCCCTC;
ACCATGGACGGTCTGTTTCCCCTC;
ACCATGGACGTTCTGTTTCCCCTC,;
CACGTTGAGGGGCAT;
TCAGCGTGCGLCC;

ATGACGTTCCTGACGTT;

]
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TCCTGACGTTCCTGACGTT; (SEQ ID NO: 65)
TCCTCGTCGTTCCTGTCCTT,; {(SEQ ID NO: 066
TCCATGTCGTTTTTGTCGTT,; (SEQ ID NO: ©87)
TCCTGTCGTTCCTTGTCGTT,; (SEQ ID NO: 68)
TCCTTGTCGTTCCTGTCCTT,; (SEQ ID NC: 69)
TCCTGTCGTTTTTTGTCGTT; (SEQ ID NO: 70
TCGTCGCTGTCTGCCCTTCTT; (SEQ ID NO: 71)
TCGTCGCTGTTGTCGTTTCTT; (SEQ ID NO: 72)
TCCATGCGTGCGTGCGTTTT; (SEQ ID NC: 73)
TCCATGCGTTGCGTTGCGTT, (SEQ ID NC: 74)

TCCACGACGTTTTCGACGTT;

197}
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TCGTCGTTGTCGTTGTCGTT; (SEQ ID NO: 76)
TCGTCGTTTTGTCGTTTTGTCGTT; (SEQ ID NO: 77)
TCGTCGTTGTCGTTTTGTCGTT,; (SEQ ID NO: 78)
GCGTGCGTTGTCGTTGTCGTT; (SEQ ID NO: 79)
TGTCGTTTGTCGTTTGTCGTT; (SEQ ID NO: 80)
TGTCGTTGTCGTTGTCGTTGTCGTT ; (SEQ ID NO: 81)
TGTCGTTGTCGTTGTCGTT; (SEQ ID NO: 82)
TCGTCGTCGTCGTT; (SEQ ID NC: 83)
TGTCGTTGTCGTT; (SEQ ID NO: 84)
TCCATAGCGTTCCTAGCGTT; (SEQ ID NO: 85)
TCCATGACGTTCCTGACGTT; (SEQ ID NO: 86)
GTCGYT; (SEQ ID NO: 87)
TGTCGYT; {SEQ ID NO: 88)
AGCTATGACGTTCCAAGG; (SEQ ID NO: 89)
TCCATGACGTTCCTGACGTT; {(SEQ ID NC: 90)
ATCGACTCTCGAACGTTCTC; (SEQ ID NO: 92)
TCCATGTCGGTCCTGACGCA; (SEQ ID NO: 93;
TCTTCGAT; (SEQ ID NO: 94)
ATAGGAGGTCCAACGTTCTC; (SEQ ID NO: 95)
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O indice de estimulacdo de um ADN CpG imunoestimulatério em

articular pode ser testado em varios ensaios de célula

T
in

imunocompetentes. Preferencialmente, o indice de estimulacdo do
oligonucledtido CpG no que diz respeito a proliferacdo de células B

& de, eloc menos 5, preferencialmente, pelo menos 10, mails

ie)

h

preferencialmente, pelo menos 15 e mais preferencialmente, pelo
menos cerca de 20, conforme determinado pela incorporacdc de °H
uridina numa cultura de célula B de murino, gque tenha sidoc
contactada com 20 uM de oligonucledtido durante 20 h a 37°C e tenha
sido pulsada com 1 nCi de °H uridina; e colhida e contada 4 h mais
tarde, conforme descrito em pormenor no Pedido de Publicacdc de
Patente Publicado PCT No. W098/18810, que reivindica prioridade aos
documentos Némero de Série U.S. 08/738.652 e 08/960.774,
depositados em 30 de Outubro de 1996 e 30 de Outudbro de 1997,
respectivamente. Para utilizagdo in vivo, por exemplo, é importante
que © oligonucledtido CpG seja capaz de induzir, de forma efectiva,

a expressdo de IgA.

O oligonucledtido CpG pode ser administrado em associacdo com
outro adjuvante mucosal. Fol verificado, de acordo com a invencao
que a combinacdc de um oligonucleédtido CpG e um adjuvante mucosal
produziu uma resposta imunolégica sinérgica. Quando o
ollgonucledtido CpG é administrado em associacdo com outro
adjuvante, ¢ oligonuclebétido CpG pode ser administrado antes,
depois e/ou simultaneamente com ¢ outroc adjuvante mucosal. Por
exemplo, o oligonucledtido CpG pode ser administrado com ume dose
preparatédria de antigénio. Cada ou ambos o0s adjuvantes podemn,

entdo, ser administrados com a dose de refcorcgo. Alternativamente, ©

cligonucledtido pode ser administrado com uma dose de reforco de
antigénio. Cada ou ambos os adjuvantes podemn, entdo, ser
administrados com a dose preparatoria.



Verificcu-se, alem disso, gque a imunidade mnucosal pode ser

induzida desde que uma das dosagens de oligonucledtide CpG seja

administrada a uma superficie mucosal. Outras doses podem ser

administradas pcr via sistémica ou mucosal, sem afectar a inducéo

da resposta imunoldgica. Por exemplo, o individuo pode administrado

com uma dose de preparagao por meio da administracdo mucosal do
o

nucledétido CpG, com ou sem outros adjuvantes

mucosals e administrade com uma dose de reforco por uma via
parentérica {por exemplo, intramuscular, intradérmica ou
subcuténea) de administracédo sb do antigénio, com os

oligonucledtidos CpG, com um adijuvante nao oligonucledtido ou uma
combinacdo de adjuvantes gue pode ou ndc incluir o oligonucledtido
CpG. Alternativamente, a dose preparatdria pode ser dada por via
parentérica e o reforgc por via mucosal, utilizando a invencdo.
Todas estas abordagens da invencdo abrangem a administracao de,
pelo menos, uma dose, seja preparatdria ou de reforco ou ambas, a
superficie mucosal. As outras doses de oligonucledtido CpG podem

ser administradas por via mucosal ou sistémica.

Uma “dose de preparagdo” é a primeira dose do antigénio
administrada ao individuo. No casc de um individuo gue tem uma
infeccéo a dose preparatdria pode ser a exposicdo inicial do

e, deste modo,

individuo ao micrdbio infecciocso (exposicdo passiva)

Q)z

a administraca intenciocnal subsequente do antigénioc [exposicéoc

activa) com oligonucledtido CpG torna-se a dose de refcrco. Uma

Q.
O
[
M
Q
@

reforce” é uma segunda ou terceira, etc., dose de
antigénio administrada a um individuo gue j& tenha sido exposto aoc

3

antigénio. Em alguns casos a dose preparatdéria administrada com o

[}

cligonucledtido CpG é tdo eficaz gue ndo € necessariae uma dose d

[

reforco para proteger um individuo em riscc de infeccdo de se



O individuo & exposto ao antigénio. Conforme utilizado neste
contexto, o termoc “exposto” refere-se tanto ao passo activo de pdr
© individuo em contacto com um antigénio como a exposicido passiva
do individuo ao antigénio in vivo. Os métodos para a exposicdo

a
activa de wum individuo a um antigénic sac bem conhecidos na

t

~écnica. De um modo

geral, um antigénio é administradce directamente

ao individuo por gualguer melo, tal <como por administracéao

intravenosga, intramuscular, oral, transdérmica, mucosal,
intranasal, intratraqueal ou subcutdnea. O antigénio pode ser
administrado sistémica ou localmente. Cs métodos para a

administracdo do antigénio e do oligonucledtido CpG estdo descritos
em mars pormencr adiante. Um individuo é exposto passivamente a um

o se o antigénio ficar disponivel para exposicdo nas
celulas i1munocompetentes no organismo. Um individuc pode ser
exposto passivamente a um antigénio. Por exemplo, pela entrada de
um patogénic estranho no crganismo ou pelo desenvolvimento de uma
celula tumoral gue expressa um antigenio estranho sobre a sua
superficie. Quando um individuo é expostc passivamente a um
antigénio, é preferido, em algumas formas de realizacdo, gue o
oligonucledtido CpG seja um oligonucledtido de 8-100 nucledtidos de

comprimento e/ou tenha um esqueleto de fosfato modificado.

Os métodos em que um 1ndividuo €& exposto passivamente a um
antigénio podem ser particularmente dependentes do sincronismo do
oligonucledétido CpG. Por exemplo, num individuo em risco de
desenvolver um cancro ou uma doenca infecciosa ou uma resposta
alérgica ou asmdtica, o individuo pode ser administrado com o
ocligonucledtido CpG regularmente quando © risce for maicr, isto €&,
durante a estacdo de alerglia ou depcis de exposicdo a uma agente

causador de cancro. Além disso, o oligonucledtido CpG pode ser

n

viajantes antes dos mesmos viajarem para terras
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estrangeiras onde estejam em risco de exposigdo a agentes

infecciosos. Do mesmo modo, o oligonucledtido CpG pode ser

39



4]

dministrado a soldados ou civis em riscos de exposicdo a armas

o
2

A

ps
o]

io ricas  par induzir uma resposta lmunoldgica  mucosal  ao

[t

antigénio quando e se o individuo for exposto as mesmas.

Um “antigénio” conforme utilizado neste contexto, é uma
molécula capaz de provocar uma resposta imunolégica. Os antigénios
incluem, mas nado se limitam a células, extractos celulares,

roteinas, polipéptidos, péptides, polissacéridos, conjugados de

T

polissacéridos, péptidos imitadores de polissacéricdos, lipidos,
glicolipidos, hidratos de carbono, virus e extractos virais e
organismos multicelulares, tails como parasitas e alergénios. O
termo antigénio inclui, de forma ampla, qualquer tipo de molécula
que é reconhecida por um sistema imunoldédgico hospedeiro como sendo
estranha. Os antigénios incluem, mas ndo se limitam a antigénios do

cancro, antigénios microbianos e alergénios.

Umn “antigénio do cancro”, conforme utilizado neste contexto,
& um composto, tal como um péptido ou proteina, associado a um
tumor ou superficies de células de cancro e que é capaz de provocar
uma resposta imunoldgica quando expresso na superficie de uma
célula gue apresenta antigénio no contexto de uma molécula MHC. Os
antigénios do cancro podem ser preparados a partir de células de
cancro, seja pela preparacgdao de extractos de células de cancro em
bruto, por exemplo, conforme descrito em Cochen, et al., 1994,
Cancer Research, 54:1055, purificando parcialmente os antigénios,

por meio de tecnologia recombinante, seja pela sintese de novo de

antigénios conhecidos. Os antigénios do cancro incluem antigénios
gue sao recombinantemente uma porgdc imunocgénica ou um  tumor
irteiro ou cancro. Tais antigénios podem ser isclados ou preparados
de forma recombinante ou por gualgquer outro meio conhecid na

ot
[N

ic

-

8]
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Um “antigénio microbiano”, conforme utilizado neste contexto,

€ um antigénio de um microrganismo e inclui, mas ndo se limita a

s
o8]

sitas infecciosos e

t

virus infecciosos, bactérias infecciosas, pa
nci

uenm O

1

fungos infecciosos. Tais antigénios 1 iicrorganismo
intacto, bem como isoclados naturals e fragmentos ou derivados do

mesme e também compostos sintéticos  gue sdo  idénticos  ou

resposta imuncldgica especifica para aquele microrganismo. Um
composto & semelhante a um antigénio de microrganismo natural se o

mesmo induzlr uma resposta imunoldgica (humoral e/ou celular) a um

b

antigénio de microrganismo natural. Tais antigénios sdo utilizados

.

ct

na técnica, de forma rotineira, e sido bem conhecidos dagueles com

conhecimento corrente da técnica.

Exemplos de virus infecciosos que foram encontrados em seres
humanos incluem, mas ndoc se limitam a: Retroviridae (por exemplo,
os vwvirus da imunodeficiéncia humana, tals comec o HIV-1 (também
referidos como HTLV-III, LAV ou HTLV-III/LAV ou HIV-III; e outros
isclados, tais como o HIV-LP; Picornaviridae (por exemplo, os virus
da poliomielite, virus da hepatite 2&; entercvirus, virus de
Coxsackie humano, rinovirus, ecovirus); Calciviridae (por exemplo,
estirpes gue provocam a gastroenterite); Togaviridae (por exemplo,
virus da encefalite eguina, virus da rubéola); Flaviridae (por
exemplo, virus da dengue, virus da encefalite, virus da febre

amarela); Coronoviridae (por exemplo, coronavirus); Rhabdoviradae

(por exemplo, virus da estcomatite vesicular, virus da raiva);
Coronaviridae {por exemplo, coronavirus); Rhabdoviridae (por
exemplo, virus da estomatite vesicular, virus da raivaj;

Filoviridae (por exemplo, virus da ébola); Paramyxoviridas (por
exemplo, virus da parainfluenza, virus da parotidite epidémica,
virus do sarampo, virus sincicial respiratério); Orthomyxoviridae
(por exemplo, virus da influenza); Bungaviridae (por exemplo, virus

Hantaan, virus bunga, flebovirus e virus Nairo); Arena viridae
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(virus da febre hemorragica); Reoviridae (por exemplo, reovirus,
orbivirus e rotavirus); Birnaviridae; Hepadnaviridae (virus da
Hepatite B); Parvovirida (parvovirus); Papcvaviridae (virus do
papiloma, virus polioma); Adenoviridae (a maioria dos adenovirus) ;
Herpesviridae (virus herpes simplex (HSV) 1 e 2, virus varicella-
zoster, citomegalovirus (CMV), herpes virus; Poxviridae (virus da
variola, wvirus da vaccinia, pox- virus); e Iridoviridae [(por
exemplo, virus da febre do suinoc Africano); e virus néo
classificados (por exemplo, os agentes etioldgicos das

encefalopatias espongiformes, o agente da hepatite delta (que se

cré seja um satélite defeituoso do virus da hepatite B), os agentes
da hepatite ndo A, ndo B (classe 1 = transmitida internamente;
classe 2 = transmitida parentericamente (isto é, a Hepatite C);

virus de Norwalk, virus relacionados e astrovirus).

Tanto as Dbacteérias gram-negativas como as gram-positivas
servem como antigénios em animais vertebrados. Tais bactérias gram-
positivas incluem, mas n&oc se limitam & espécie Pasteurella,
espécie Staphylococci e espécie Streptococcus. As bactérias gram-
negativas incluem, mas ndo se limitam a Escherichia coli, espécie
Pseudomonas e espécie Salmonella. Exemplos especificos de bactérias
infecciosas incluem mas ndo se limitam a: Helicobacter pyloris,
Borelia burgdorferi, Legionella pneumophilia, Mycobacteria sps (por
exemplo, M. tuberculosis, M. avium, M. intracellulare, M. kansaii,
M. gordonae), Staphylococcus aureus, Neisseria gonorrhoeae,
Neisseria meningitidis, Listeria monocytogenes, Streptococcus
pyogenes {Streptococcus Grupo A), Streptococcus agalactiae

(Streptococcus Grupc By, Streptococcus (grupo viridans),

n

Streptococcus faeecalis, Streptococcus bovis, treptococccus {(sps.

anaerdbica), Streptococcus pneumoniae, Campylobacter S

T

patogénica, Enterccoccus sp., Haemophilus influenzae, Bacillus
antracis, corynebacterium diphtheriae, corynebacterium sp..,

Erysipelothrix rhusiopathiae, Clostridium perfringers, Clostridium
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tetani, Entercbacter aerogenes, Klebsiella pneumonias, Pasturella

nultocida, Bacteroides sp., Fusobacterium nucleatum,

-

7

Streptcobacillus moni rmis, Treponema pallidium, Treponema

lifo
pertenue, Leptospira, Rickettsia e Actinomyces israelli.

Exemplos de fungos infecciosos incluem: Cryptococcus

neoformans, Histoplasma capsulatum, Coccidioides immitis,

Oy
-

astomyces dermatitidis, Chlamydia trachomatis, Candida albicans.
Outros organismos infecciosos {isto &, protistas) incluem:

Plasmodium tal como Plasmodium falciparum, Plasmodium malariae,

Plasmodium ovale e Plasmodium vivax e Toxoplasma gondii.

Outros microrganismos relevantes do ponto de vista médico
foram extensamente descritos na literatura, por exemplo, ver, C.G.A

Thomas, Medical Microbiology, Bailliere Tindall, Gr& RBretanha 19863.

Embora muitos dos antigénios microbianos descritos acima
relacionem-se a disturbios humanos, a invencdo é também Util para
tratar outros vertebrados ndo humanos. 0s vertebrados ndo humanos
sdo também capazes de desenvolver infeccdes que podem ser evitadas
ou tratadas com os oligonucledétidos CpG aqui descritos. Por
exemplo, para além do tratamento e doencgas infecciosas humanas, o0s

métodos da invencdo sdo Utels para tratar infeccgdes de animais.

Conforme utilizado neste contexto, O termo “tratar”,
“tratado” ou “tratamento”, quando utilizadc em relacdo a uma doenca

infecciosa, refere-se a um tratamento profildtico que aumenta a

(12

resisténcia de um individuo (um individuo em risco de infeccdo)
infecgdo com um patogénio ou, em outras palavras, diminui a
possibilidade do individuo ficar infectado com o© patogénio, bem
como um tratamento depois do individuo (um individuc gue tenha sido

infectado) ter sido infectado a fim de combater a infeccdo, por
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exemplo, reduzir ou eliminar a infeccdoc ou evitar gque a mesma se

torne pior.

Muitas vacinas para o tratamento de vertebrados né&o humanos

sdo descritas em Bennett, K. Compendium of Veterinary Products, 3rd

O

North American ompendiums, Inc., 1995, Conforme discutido

acima, os antigénios incluem micrdbios infeccicscs tais como virus,
bactérias e fungos e fragmentos destes, derivados de fontes
naturais ou sinteticamente. Os virus infecciosos tanto dos
vertebradcos humanos como ndo humanos incluem os retrovirus, virus
ARN e virus ADN. Este grupo de retrovirus inclui tanto retrovirus
simples como retrovirus complexcs. Os retrovirus simples incluem os
subgrupos de retrovirus tipo B, retrovirus tipo C e retrovirus tipo
D. Um exemplo de um retrovirus tipo B é o virus do tumor mamario em
murganho (MMTV). Os retrovirus tipo C incluem subgrupos do grupo A
tipo C {(incluindo o virus do sarcoma de Rous (RSV), o virus da
leucemia aviaia {(ALV) e o virus da mieloblastose aviaria (AMV)) e
grupo B tipo C (incluindo o virus da leucemia murina (MLV), virus
da leucemia felina (FelV), virus do sarcoma murino (MSV), virus da
leucemia do macaco Jibdo (GALV), virus da necrose do baco (SNV),
virus da reticulcendoteliose (RV) e virus de sarcoma de simio
{SSV)). Os retrovirus tipo D incluem virus Mason-Pfizer de macaco
(MPMV) e retrovirus simio tipo 1 (SRV-1). Os retrovirus complexos
incluem os subgrupos de lentivirus, virus da leucemia de células T

s espumantes. Os lentivirus incluem o HIV-1, mas incluem
tampbém o HIV-2, SIV, o Visna virus, o virus da imunodeficiéncia
felina (FIV) e o virus da anemia infecciosa equina (EIAV). Os virus
da leucemia de células T incluem HTLV-1, HTLV-II, o virus da
leucemia de células T simia (STLV) e o virus da leucemia bovina
(BLV). Os virus espumantes incluem o virus espumante humanc (HEV),

virus espumante simio (SFV) e o virus espumante bovino (BFV).

O
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Exemplos de outros virus ARN gue sdc antigénios em animais
vertebrados incluem, mas n&oc se limitam aos seguintes: membros da
familia Reoviridae, dincluindo o género Orthoreovirus (serotipos
mutiplos tanto de retrovirus de mamiferos como aviéarios), o género
Orbivirus {(virus da lingua azul, virus Eugenangee, virus Kemerovo,
virus da doenca equina Africana e virus da febre do carrapato do
Colorado), o género Rotavirus (rctavirus humano, virus da diarreia
viral bovina, rotavirus murino, rotavirus simio, rotavirus bovino

V.

ou ovino, rotavirus aviario); a familia Picomaviridae, incluindo o

género Enterovirus {(pocliovirus, virus Coxsackie A e B, virus
entérico citopdtico humanc oOrfdc (ECHO), virus da hepatite A,
enterovirus simios, virus da encefalomielite murina (ME) ,

Poliovirus muris, enterovirus bovino, entercvirus porcino, o género

Cardiovirus (virus da encefalomioccardite (EMC), mengovirus), o
género Rinovirus {rinovirus humanc incluindo pelo menos 113
subtipos; outros rinovirus), o género Aptovirus (Febre aftosa

53
-y

(FMDV); a amilia Calciviridae, incluindoe ¢ virus da exantema
vesicular suilna, virus do ledo marinho de S&o Miguel, picornavirus
felino e wvirus de Norwalk; a familia Togaviridae, incluindo o
género Alfavirus (virus da encefalite eguina oriental, virus da
floresta de Semliki, virus Sindbis, virus Chikungunya, virus
O'Nyong-Nyong, virus do rio Ross, virus da encefalite eqguina

Venezuelana, virus da encefalite equina oriental), O género

Flavirius (virus da febre amarela transmitido por mosguito, virus
da dengus, virus da encefalite Jjaponesa, virus da encefalite de St.
Louls, virus da encefalite do Vale Murray, virus do Osste do Nilo,
virus Kunjin, virus transmitido por carrapatos da Europa Central,

d
virus transmitidos por carrapatcs do Extremo Oriente, virus da

hy

loresta de Kyasanur, virus Louping III, virus Powassan, virus da

febre hemorragica de Omsk), o género Rubivirus (virus da Rubéocla),
o género Pestivirus (virus da doenca Mucosal, wvirus hog-cdlera,

virus da doenca de Border); a familia Bunvaviridae, incluindo o©

género Bunyvirus (virus Bunvamwera e virus relacionados, virus da



encefalite da Califdérnia), o género Flebovirus (virus sicilianc da

febre de papatasii, virus da ebre do vale do Rift), o género

Q)

Nairovirus (virus da febre hemorragica da Crimeia-Congo, virus da

doenca do carneiro de Nailrocbil) e género Uukuvirus (Uukuniemi e

O

virus relacionados}); a familia Orthomyxoviridae, incluindo o género
influenzavirus (influenzavirus tipo A, muitos subtipos humanos);
nfluenzavirus de suinos e influenzavirus aviédrios e equinos;

fluenza tipo B (muitos subtipos humanos) e influenza tipo C

[
o

( ssivel género separado); a familia Paramyxoviridae, incluindo o

ke,
O

género Paramyxovirus (parainfluenzavirus tipo 1, virus Sendai,

virus por Hemadsorptiocon, parainfluenzavirus tipos Z a 5, virus da

doenca de Newcastle, virus da parotidite epidémica), o género
Morbillivirus (virus do sarampo, virus da panencefalite
esclerosante subaguda, virus da raiva, virus Rinderpest), o género

Pneumovirus (virus sincicial respiratdério (RSV), wvirus sincicial
respiratédrio bovino e virus da pneumonia de murganhos); virus da
floresta, virus Sindbis, virus Chikungunya, virus O'Nyong-Nyong,
virus do rio Ross, virus da encefalite equina Venezuelana, virus da
encefalite equina oriental), o género Flavirius (virus da febre
amarela transmitido por mosquito, virus da dengue, virus da
encefalite japonesa, virus da encefalite de St. Louis, virus da
encefalite do Vale Murray, virus do Oeste do Nilo, virus Kunjin,
virus transmitide por carrapatos da Europa Central, virus
transmitidos por carrapatos do Extremo Oriente, virus da floresta
de Kyasanur, virus Louping III, virus Powassan, virus da febre
hemorradgica de Omsk), o género Rubivirus (virus da Rubéola), o
género Pestivirus (virus da doeng¢a Muccsal, virus hog-cdlera, virus

; a familia Bunyaviridae, incluindc o género

da doenca de Border

Bunyvirus (virus Bunyamwera e virus Trelaclonados, virus da
encefalite da Califdrnia), o género Flebovirus (virus siciliano da
febre de papatasii, virus da febre do vale do Rift), o género
Nairovirus (virus da febre hemorrdgica da Crimeia-Congo, virus da

doenca do carneiro de Nairobi) e o género Uukuvirus (Uukuniemi e

46



virus relaclonades); a familia Orthomyxoviridae, incliuindo o género

influenzavirus (influenzavirus tipo A, muitos subtipos humanos);

influenzavirus de suinos e nfluenzavirus aviarios e eguinos;
influenza tipc B (muitos subtipo humanos) e influenza tipo C
{possivel género separado); & familia Paramyxcviridae, incluindo o
género Paramyxovirus (parainfluenzavirus tipo 1, virus Sendai,

virus por Hemadsorption, parainfluenzavirus tipos 2 a 5, virus da
doenca de Newcastle, virus da parctidite epidémica), o género
Morbillivirus (virus do sarampo, virus da panencefalite
esclercsante subaguda, virus da raiva, virus Rinderpest), o género
Pneumovirus (virus sincicial respiratdric (RSV), virus sincicial
respiratdrio bovino e virus da pneumonia de murganhos); a familia
Rhabdoviridae, 1incluindo o género Vesiculovirus (VSV}, Chandipura
virus virus, Flanders-Hart Park), o género Lyssavirus (virus da
railva), Rhabdovirus de peizes e dois Rhabdovirus provaveis (virus
Marburg e virus Ebola); a familia Arenaviridae, incluindo o virus
da coriomeningite linfocitica (LCM), virus do complexo Tacaribe e
virus Lassa; a famili Coronoaviridae, incluindo o wvirus da
bronguite infecciosa (IBV), wvirus da  hepatite do murganho,
coronavirus entérico humano e peritonite infecciosa Felina

{coronavirus Felinoj.

Os wvirus ADN ilustrativos que sdo antigénios em animais
vertebrados incluem, mas ndc se limitam a: familia Poxviridae,
incluindo o géneroc Orthopoxvirus (variola maior, wvariola menor,
variola do macaco, variola da wvaca, riola do bufalo, variola do
coelho, Ectromelia), © género Leporipoxvirus (Mixoma, Fibroma), o©
género Avipoxvirus (pox avidria, outros poxvirus avia g
Capripoxvirus (variola do carneiro, wvariola da cabra), o género
Sulpoxvirus (variola do suinoj), © géneroc Parapoxvirus (virus da
dermatite postular contagiosa, pseudo-variola bovina, virus da
estomatite papular bovina); a familia Iridoviridae (virus da febre

suina africana, virus de sapo 2 e 3, virus Lymphocystis de peixe);
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a familia Herpesviridae, incluindo os alfa-herpesvirus (herpes
simplex tipos 1 e 2, varicela-zdbster, virus do aborto eguino,
herpesvirus eguinoc 2 e 3, virus da pseudo-raiva, virus da
ceratoconjuntivite infecclosa bovina, virus da rinotraqueite
infeccicsa bovina, virus da rinotraqueite felina, virus da
laringotraquite infecciosa), o0s bpbeta-herpesvirus (citomegalovirus
humano e citomegalovirus de suinos, macacos e roedores); 0S gamna-
herpesvirus (virus Epstein-Barr (EBV), virus da doenca de Marek,

herpes saimiri, herpesvirus de ateles, herpesvirus sy

Q)

Y
herpesvirus do porquinho-da-india, virus do tumor de Lucke);
familia Adenoviridae, incluindo o género Mastadenovirus (subgrupos
humanos A,B,C,D,E e ndo agrupados; adenovirus simios (pelo menos 223
serotipos), hepatite canina infecciosa e adenovirus bovino, de
porcos, carneiros, sapos e multas outras espéclies, o género
Aviadenovirus (adenovirus aviario); e adenovirus néo cultivaveis; a
familia Papoviridae, incluindo o género Papilomavirus (virus do
papiloma humano, virus do papiloma bovine, virus do papiloma Shope
de coelho e varios virus de papllomas patogénicos de outras
espécies), c género Poliomavirus (poliomavirus, agente
“vacuolating” simio (SV-40), agente “vacuolating” de coelho (RKV),
virus K, virus BK, virus JC e outrcs virus de polioma de primatas,
tals como virus do papilcoma Linfotrdofico); a familia Parvoviridae
incluindo o género de virus adeno-assoclados, o genero Parvovirus
{(virus da panleucopenia felina, parvovirus Dbovinc, parvovirus
canino, virus da doenca aleutiana da marta, etc.). Finalmente, o0s
virus ADN podem incluir virus gue ndo se encaixam nas familias

acima, tais como 0s virus das doencas de Kuru e Creutzfeldt-Jacob e

- ~ L5~ < £ ; : (<574 vire TN
agentes neuropaticos infecciosoces cronicos (virus CHINA) .

@]

Cada uma das listas anteriores sdao ilustrativas e ndo

pretendem ser limitativas.

=
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Para além da utilizacdo dos oligonucleétidos CpG para induzir
uma resposta imuncldgica especifica para o antigénic em humanos, os
produtos ou composicdes das formas de realizacdo preferidas sdo

cularmente bem adequados para o tratamentc de aves, tais como
galinhas, frangos, perus, patos, gansos, codornizes e faisdes. BAs

aves 8ad0 alvos primdrios para muitos tipos de infeccdes.

As aves chocadas sdo expostas a microrganismos patogénicos
logo depois do nascimento. Embora estas aves sejam inicialmente
protegidas com patogénios por anticorpos maternos, esta proteccdo é
apenas temporaria e o sistema imunoldgico imaturo da prépria ave
tem de comecar a proteger a ave contra os agentes patogénicos.
Geralmente, ¢ desejdvel evitar infeccdo em aves jovens guando as
mesmas sdo mais susceptivels. E também desejdvel prevenir contra
infeccdo em aves mails velhas, especialmente guando as aves estdo
abrigadas em lugares fechados, que levam a rapida propagacdo da
doenca. Deste modo, é desejavel administrar as aves o
oligonucledtido CpG e o adjuvante n&o acido nucleico da invencao

para aumentar uma resposta imunolégica especifica para o antigénio

guando o antigénioc estad presente.

Um exemplo de uma infecgdo comum em galinhas & o virus da
anemia infecciosa das galinhas (CIAV). © CIAV foi isolado pela
primeira vez no Japdo em 1979 durante uma investigacdo de uma
interrupcgdo de vacinacdo contra a doenca de Marek (Yuasa et al.,
1979, Avian Dis. 23:366-385). Desde aquele tempo, o CIAV foil
detectado em avidrios comerciais na malior parte dos palises
produtores de aves (van Bulow et al., 1991, pp.690-699) em Diseases

ctf Poultry, 9th edition, Iowa State University Press).

A infeccédo por CIAV resulta numa doenca clinica,
T ) ¥

caracterizada pela anemia, hemorragia e imunossupressao em galinhas

jovens susceptiveis. A atrofia do timo e da medula dbssea e lesdes
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e e galinhas infectadas com CIAV sao também
caracteristicas da infeccdo por CIAV. A deplecdo de linfdécitos no
timo e, ocasionalmente, na bursa de Fabricius, resulta em
imunossupressdo e aumentada susceptibilidade a infeccdes virais,
bacterianas ou fungicas secundarias que, entdo, complicam © curso

da doenga. A imunossupressdoc pode provocar doenca agravada depolis

0.

a infeccdo com um ou mais dos virus da doenca de Marek (MDV),
virus da doenca bursal infecciosa, virus da reticuloendoteliose,

adenovirus ou reovirus. Fol registado que & patogénese do MDV

(O

intensificada pelo CIAV (DeBoer et al., 1989, p. 28 em Proceedings
of the 38th Western Poultry Diseases Conference, Tempe, Ariz.).
Além disso, fol registado que o CIAV agrava os sinais da doenca
bursal infecciosa (Rosenberger et al., 1989, Avian Dis. 33:707-
13). As galinhas desenvolvem uma resisténcia com a idade a doenca
induzida experimentalmente devidoc a CARA. Isto & essencialmente
completo em torno da ildade de Z semanas, porém, aves mals velhas
sdo ainda susceptivels a infeccédo (Yuasa, N. et al., 1979 supra;
Yuasa, N. et al., Arian Diseases 24, 202-209, 1980). Nc entanto, se
as aves forem infectadas duplamente com CAA e um agente
imunossupressor (IBDV, MDV, etc.) a resisténcia com a idade contra
a doenca é retardada (Yuasa, N. et al., 1979 e 1980 supra; Bulow
ven V. et al., J. Veterinary Medicine 33, 93-116, 1986). As
caracteristicas do CIAV gque podem potenciar a transmissac da doenca
incluem a alta resisténcia a desactivagdao ambiental e alguns
desinfectantes comuns. O impacto econémico da infeccgdc por CIAV na
indistria de aves é clara a partir do facto de que 10% a 30% das

aves infectadas em surtos de doenca, morren.

A vacinacdo de aves, como de outros animals vertebrados, pode
ser realizada em qgualguer idade. Normalmente, as vacinagdes sao

até 12 semanas de idade para um microrganismo vivo e
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de vaclina. Para a vacinacdo 1In ovo, a vacinacdoc pode ser realizada
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na Ultima gquarta parte do desenvolvimento do embrido. A vacina pode
ser administrada por via subcutdnea, por pulverizacdo, por via
oral, intraocular, intratragqueal, nasal ou por meio de outros

métodos de administracao mucosal agqul descritos. Deste modo, O

-

oligonucledtido CpG da invencdo pode ser administrado a aves e

e

outros vertebrados ndo humanos utilizando esquemas de vacinacdo de
rotina e o antigénic é administradc depois de um periodo de tempo

apropriado conforme agui descrito.

Bovideos e gado sdo também susceptiveis a infecgdo. A doenga
gue afecta estes animais pode produzir graves perdas econdmicas,
especlalmente entre os bovideos. Os métodos da invencao podem ser
utilizadeos para proteger contra infeccdo em gado, tal como vacas,

cavalos, porcos, ovelhas e cabras.

As vacas podem ser infectadas com virus de bovideos. O virus
da diarreia viral bovina (BVDV) é& um peguenco virus ARN envelopado

de fita positiva e é classificado, Jjuntamente com o virus da codlera
N

suina (HOCV) e o virus da doenca de fronteira de ovinos (BDV), no
género pestivirus. Embora os Pestivirus tenham sido anteriormente
classificados na familia Togaviridae, alguns estudos sugerem a sua
reclassificacdo na familia Flaviviridae, juntamente como  OS
flavivirus e grupos de virus da Hepatite C (HCV) (Francki, et al.,
1991)

O BVDV, gue é um importante agente patogénico de bovideos que
pode ser distinguido, com base em andlise de cultura de célula, nos
biétipos citopatogénicos (CP) e ndo ciltopatogénicos (NCP). O
biétipo NCP é mais disseminado, embora ambos o0s tipos possam ser

ipos
encontrados em gado. Se uma vaca gravida torna-se infectada com uma

rpe de NCP, a vaca por dar a luz a um vitelo persistentemente
infectado e especificamente imunotclerante gue es

J ]

durante toda a sua vida. O bovidec persistentemente infectadc pode



sucumbir & doenga mucosal e ambos os bidtipos podem, entdo, ser

isolados do animal. As manifestagdes clinicas podem incluir aborto,

teratogénese e problemas respiratdrios, doenca mucosal e diarreia

suave. Além disso, tem sido descrita grave trombocitopenia

jul

associada com a epidemia do rebanho gue pode resultar na morte do
animal e as estirpes associadas com esta doenca parecem mails

virulentas do gue o BVDV cléssico.

O herpesvirus egquino (EHV) compreende um grupo de agentes
biologicamente distintos do ponto de vista antigénico que provocam
uma diversidade de infecgles em cavalos que variam de doenca
subclinica a fatal. Estas incluem o herpesvirus Eqguino-1 (EHV-1),
um  agente patogénico sempre presente em cavalos. O EHV-1 esté
associado com a epidemia de abortos, doenca do tracto respiratdrio
e distirpbios do sistema nervoso central. A infeccdo primaria do
tracto respiratdédrio superior de cavalos Jjovens resulta numa doenga
febril qgue persiste por 8 a 10 dias. As éguas imuncologicamente
experientes podem ser reinfectadas através do tracto respiratdrio
sem que a doenca se torne evidente, de modo que o aborto ocorre,
geralmente, sem aviso. A sindroma 1imunoldégica ¢é associada com
doenca respiratédria ou aborto e pode afectar animais de qualquer
sexo em qgualquer 1idade, levando a descoordenacgdo, fraqueza e
posterior paralisia (Telford, E.A.R. et al., Virology 189, 304-316,
1992). Outros EHVs incluem EHV-2 ou citomegalovirus equino, EHV-3,
virus exantema coital egquinoc e EHV-4, anteriormente classificado

como EHV-1 do subtipo 2.

Ovelhas e cabras podem ser infectadas por uma variedade de

microrganismos perigosos incluindo visna-maedi.

Os primatas, tais como o©s simios e macacos podem ser
infectados pelo virus da imunodeficiéncia dos simios. Foi registado

que vwvacinas de virus de célula desactivada e de célula livre
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inteira contra a imunodeficiéncia dos simios oferecem proteccdo em
ott et al., (1990) Lancet 36:1538-1541; Desrosiers et
al., PNAS EUA (1989) 86:6352-6357; Murphey-Corb et al., (1989)

Science 246:1293-1297; e Carlson et al., (1990) AIDS Res. Human

Retroviruses 6:1239-1246). Uma vacina recombinante de HIV gpl20 foi
registada por oferecer protecgdo em chimpanzés (Berman et al.,
(1990) Nature 345:622-625).

Os gatos, tanto domésticos comc selvagens, sdo susceptiveis a
infecgdo com wuma variedade de microrganismos. Por exemplo, a
peritonite infecciosa felina é uma doenga gue ocorre tanto em gatos
domésticos como selvagens, tais como ledes, leopardos, chitas e
jaguares. Quando é desejavel evitar infeccdes com este e outros
tipos de organismos patogénicos em gatos, os produtos e composicdes
da invencao podem ser utilizados para vacinar os gatos para os

proteger contra infeccéio.

Os gatos domésticos podem tornar-se infectados com varios
retrovirus, incluindo, mas ndo limitado ao virus da leucemia felina
(FelLV), virus do sarcoma felino (FeSV), oncornavirus enddégeno tipo
C (RD-114) e virus formador de sincicia felina (FeSFV). Destes, o
FelLV & o ©patogénio mais significativo, provocando diverscs
sintomas, incluindo neoplasmas linfo-reticulares e mileldides,
anemias, distirbios imuno-mediados e uma sindroma de
imunodeficiéncia gque ¢é semelhante & sindroma da imunodeficiéncia
adguirida humana (SIDA). Recentemente, um mutante de rep
defeituosa particular, designado Como FelLV-SIDA foil malis

articularmente associado as propriedades imunosupressoras.

T

A descoberta do lentivirus T-linfotrdpico felino (também
referido como imunodeficiéncia felina) foi primeiro registada em
Pedersen et al., (1987) Science 235:790-793. As caracteristicas do

-+

FIV foram registadas em Yamamocto et al., (1988) Leukemia, December



ement 2:2045-215S; Yamamoto et al., (1988) Am. J. Vet. Res.
8

; e Ackley et al., (1990) J. Virol. 64:5652-5655. A

clonagem e a ana.ise das sequéncias do FIV foram registadas em
Olmsted et al., {(1989) Procc. Natl. Acad. Sci. FEUA R6:2448-2452 e
86:43554360

A peritonite infecciosa felina (FIP) é uma doenca esporadica
que ocorre de forma imprevisivel em Felidae domésticos e selvagens.
Embora a FIP seja, principalmente, uma doenca de gatos domésticos,
fol diagnosticada em ledes, leopardos, chitas e Jaguares. Os gatos
selvagens mencres gue Jja foram afligidcs com a FIP incluem o lince
e o caracal, o gato das areias e o gatec de Pallas. Nos gatos
domésticos, a doenga ocorre, predominantemente, em animais jovens,
embora gatos de todas as ldades sejam susceptiveis. Uma incidéncisa
de picc ocorre entre 6 e 12 meses de idade. Um declinio emn
incidéncia e observado de 5 a 13 anos de idade, seguido por uma

incidéncia aumentada em gatos de 14 a 15 anos de idade.

As doencas virals, bacterianas e parasiticas em peixes de
barbatanas, moluscos ou outras formas de vida aquatica representam
um sério problema para a indastria de aquacultura. Devido a alta
densidade de animais nos tangues de incubaci&o ou é&reas de producédo
de formas marinhas encerradas, as doencgas infecciosas podem
erradicar uma grande pcrcdo da populacde, por exemplo, das
dependéncias de peixes de barbatanas, moluscos ou outras formas de
vida aguatica. A prevencdo da doenca é um remédio mais desejavel as
ameacas aos pelixes do gue a lntervencdo, uma vez gque a doenca esta

em progresso. A vaclnacdo dos pelxes é o uUnico método preventivo

o

gque pode cferecer protsccdo a longoe prazo através da imunidade. S

e

es & base de Aacido nucleico estdo descritas na atente US

@
No. 5.760.448 publicada por Davis.
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O sistema imunoldgico dos peixes tem muitas caracteristicas
semelhantes ao sistema imunoldgico dos mamiferos, tais como a
presenca de celulas B, células T, 1linfocinas, complemento e

imunogiobulinas. Os peixes tém subclasses de linfdcitos com funcdes

fot

gue, em muitos aspectos, parecem semelhantes agueles das células B
e T dos mamiferos. As vacinas podem ser administradas por imersédo

ou por via oral.

As espécies em aguacultura incluem, mas ndc se limitam a
peixes de barbatana, moluscos e outrcs animals aqudticos. Os peixes
de barbatanas incluem todos os peixes vertebrados cue podem ser
peixes de ossos ou cartilagem, tails <como, por exemplo, ©S
salmonideos, a carpa, 0 peixe-gato, o© cantarilho rabo-amarelo, o
garapau e o robalc. 0s salmonideos sao uma familia de peixes de
barbatanas que inclui a truta (incluindoc a truta arco-iris), o
salmac, e o salvelino arcticc. Exemplos de moluscos incluem, mas
ndo se limitam a berbigbes, lagostas, camardes, caranguejos e
ostras. Outros animais aquaticos cultivados incluem, mas nado se

limitam a enguias, lulas e polvos.

Os polipéptidos de patogénics virais de agqueacultura incluem,
mas nado se limitam a glucoproteina (G) ou nucleoproteina (N) de
virus da septicemia hemorragica viral (VHSV); proteinas G ou N do
virus da necrose hematcpoiética infecciosa (IHNV); proteinas
estruturais VP1, VP2, VP3 ou N do virus da necrose pancredtica
infecciosa (IPNV); proteina G da viremia de primavera da carpa
{(SVC); e uma proteina associada a membrana, proteina tegumina ou

apsid ou glicoproteina do virus do peixe-gato pontuado (CCV).

Os péptidos de patogénios bacterianos incluem, mas ndo se
limitam a uma proteina de membrana externa re
ITROMP), ou uma proteina de membrana externa (OMP) e uma proteina A

de Aeromonas salmonicida gue provoca furunculose, a proteina pb7 de
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Renibacterium salmonarum que provoca a doenca bacteriana do figado
(BKD) , antigénio associado & superficie principal (msa), uma
citotoxina expressa na superficie (mpr), uma hemolisina expressa na
superficie (ish,) e um antigénio flagelar de VYersiniosis; uma
proteina extracelular (EPC), wuma proteina de membrana externa
regulada com ferr (IROMP) e uma proteina estrutural de
Pasteurellosis; uma proteina OMP e flagelar de Vibrosis angulllarum
e V. ordalii; uma proteina flagelar, uma proteina OMP, aroA e purh
de Edwardsiellosis ictaluri e E. tarda; e antigénio de superficie
de Ichthyophthirius; e uma proteina estrutural e reguladora de
Cytophaga columnari; e uma proteina estrutural e reguladora de

Rickettsia.

Os polipéptidos de um patogénio parasitico incluem, mas nao
se limitam ao antigénio de superficie de Ichthyophthirius.

174

Umn “alergénio refere-se a uma substéncia (antigénio) que
pode induzir uma reposta alérgica ou asmatica num individuo
susceptivel. A lista de alergénios & enorme e pode incluir pdlenes,
insectos venenosos, pd de dander de animal, esporos fungais e
farmacos (por exemplo, a penicilina). Exemplos de alergéniocs
naturais, animais e plantas incluem, mas ndo se limitam a proteinas
especificas aos seguintes géneros: Canine (Canis familiaris);
Dermatophagoides (por exemplo, Dermatophagoides Ffarinae); Fellis

(Felis domesticus); Ambrosia (Ambrosia artemiisfolia; Lolium (por

exemplo, Lolium perenne ou Lelium multiflorum); Cryptomeria
{(Cryptomeria Jjaponica); Alternaria [(Alternaria alternata); Alder;
Alnus (Alnus gultincasa); Betula (Betula verrucosa); Quercus
{Quercus alba); Olea (Olea europa); Artemisia (Artemisia vulgarisj;
Plantago (por exemplo, Plantago lanceolata); Parietaria (por
exemplo, Parietaria officinalis ou Parietaria Jjudaica); Blattella
(pocr exemplo, Blattella germanica); Apls [(por exemplo, Apis
multiflorum); Cupressus (por exemplo, Cupressus sempervirens,
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Cupressus arizonica e Cupressus macrocarpa); Juniperus (por
exemplo, Juniperus sabinoides, Juniperus virginiana, Juniperus
communis e Juniperus ashel); Thuya (por exemplo, Thuya orientalis);
Chamaecyparis (por exemplco, Chamaecyparis obtusa); Periplaneta (por

exemplo, Periplaneta americana); Agropyron (por exemplo, Agropyron

repens); Secale (por exenplo, Secale cereale); I'riticum {(por
exemplo, Triticum aestivum); Dactylis (por exemplo, Dactylis
glomerata); Festuca (por exemplo, Festuca elatior); Poa (por

exemplo, Poa pratensis ou Poa compressa); Avena (por exemplo, Avena
sativa); Holcus (por exemplo, Holcus lanatus); Anthoxanthum (por
exemplo, Anthoxanthum  odoratum) ; Arrhenatherum (por exemplo,
Arrhenatherum elatius); Agrostis (por exemplo, Agrostis alba);
Phnieum (por exemplo, Phleum pratense); Phalaris (por exemplo,
Phalaris arundinacea) ; Paspalumen (por exenmplo, Paspalumen

notatum); Sorghum (por exemplo, Sorghum halepensis); e Bromus (por

exemplo, Bromus inermis).

O antigénic pode ser um antigénic que é codificado por um
vector de acido nucleico ou pode nédc ser codificado num vector de
dcido nucleico. No primeiro caso, o vector de acido nucleico é
administrado ao individuo e o antigénio ¢ expresso in vivo. No
segundo caso, o antigénio é administrado directamente ao individuc.
Um “antigénio ndo codificado num vector de acido nucleico” conforme
utilizado neste contexto, refere-se a qualgquer tipo de antigénioc

cido nucleico. Pcr exemplo, em alguns aspectos da
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encdo, © antigénioc ndo codificado num vecter de acido nucleico é
um polipéptido. Modificacles minimas das sequéncias de amincacido
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rias também podem resultar num polipéptido gue tem actividade
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polipéptido equivalente ndo modificado. Tals modificacdes podem ser
deliberadas, tals como a mutagénese dirigida pelo sitio, ou podem
ser espontaneas. Todos o©s polipéptidos produzidos pcr estas

modificacdées estdo incluidas agui, desde que ainda exista
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antigenicidade. O polipéptido pode ser, por exemplo, um polipéptido
viral. Um exemplo ndo limitativo de um antigénio Gtil de acordo com
a invencdo €& o antigénio de superficie da hepatite B. Experiéncias

utilizando este antigénio estdo descritas nos Exemplos adiante.

O termo “Vsubstancialmente purificado’, conforme utilizado
neste contexto refere-se a um polipéptido gue € substancielmente
livre de outras proteinas, lipidos, hidratos de carbono e outros
materiais com ©0s quals estd naturalmente associado. Um especialista
na técnica pode purificar polipéptidos virais ou bacterianos
utilizando técnicas padrdc para purificacdo de proteinas. O
polipéptido substancialmente purc muitas vezes produzird uma Unica
banda principal sobre um gel de poliacrilamida n&o redutor. No caso
de polipéptidos parcialmente c¢licosilados ou aqueles que tém varios

odon

O
0

de partida, pode haver varias Dpandas sobre um gel de
poliacrilamida ndo redutor, mas estes formardo um padrdo distinto
para aquele péptido. A pureza do polipéptido viral ou bacterianc
também pode ser determinada por meic da analise de sequéncia de

aminodcido do terminal amino.

A invencdo também utiliza polinuceldétidos que codificam os
polipéptidos antigénicos. E previsto gue o antigénio possa ser
administrado ao individuo numa molécula de &cido nucleico que
codifique para o antigénio, de tal modo que o antigénio tem de ser
expresso in vivo. Tais antigénios administrados ao individuo num

AN

vector de acido nuc.eico sdo referidos como “antigénios codificados

por um vector de acido nucleico”. O acido nucleico gue codifica o©

antigénio esta ligado operativamente a uma sequéncia de expressdo
de gene que dirige & expressdo co &cido nucleico do antigénio no

interior de uma célula eucaridtica. A “seguéncia de expressdo de

& qgualguer sequéncia nucledtida reguladora, tal como uma
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sequéncia promotora ou combinacdoc de promotora-intensificadora, que

iciente do &cidc nucleico




do antigénio ao qual estda ligada operativamente. A sequéncia de
expressdo do gene pode, por exemplo, ser um promotor mamiferc ou

1

ivel. Os

purt

como um  promotor constitutivo ou  indu

]

viral, ta
promotores mamiferos constitutivos incluem, mas ndo se limitam aos

romotores para ©0s seguintes genes: hipoxantina fosforibosil

o]

t

ransferase (HPTR) , adenosina deaminase, piruvatc cinase, o

omotor [P-actina e outrcs promotores constitutivos. Os promotores

[
O
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virals exemplificativos que funcionam de forma constitutiva em
células eucaridticas incluem, ©por exemplo, ©s promotores de
citomegalovirus (CMV), virus simio (por exemploc 8SV40), virus do
papiloma, adencvirus, virus da imuncdeficiéncia humana (HIV), virus
do sarcoma Rous, citomegalovirus, repeticdes do terminal longo
(LTR), do virus da leucemia de Moloney e outros retrovirus e a
timidina cinase promotora do virus herpes simplex. Outros
promotores constitutivos sdo conhecidos daqueles com ceonhecimento
corrente da técnica. Os promotores UGtels como seguéncias de
expressdo de gene da invencdo também incluem o©s promotores
indutiveis. Os promotores indutivels sdo expressos na presenca de
um agente de indugdo. Por exemplo, ¢ promotor metalotioneina &
induzido a promover a transcricdo e a traducdo na presencga de
certos id0es de metal. Outros promotores indutiveis sdo conhecidocs

dagqueles com conhecimento corrente da técnica.

De um modo geral, a seqguéncia de expressdoc do gene 1inclui,
conforme necessario, as seguéncias ndo transcritoras 5’ e néo
tradutoras 5’ envolvidas com a iniciac¢do de transcricdo e traducéo,
respectivamente, tal como um TATA-box, sequéncia de coroamento

{capping), sequéncia CAAT e outras. Especialmente, talis sequéncias

uma regiac promotora gue 1nclul uma
ora para © contrelc transcripcional deo  acide
o unido funcionalmente. As segudéncias de

expressio de gene, opcionalmente, incluem seguéncias



intensificedoras ou sequéncias activadoras a montante, conforme

desejado.

O é&cido nucleico do antigénio ¢é funcionalmente ligado a
sequéncia de expressao do gene. Conforme utilizado neste contexto,
a seqguéncia do acido nucleico do antigénico e a sequéncia de
expressdo do gene sdc referidas como sendo “ligadas funciocnalmente”

uando as mesmas estdo ligadas cde forma ccvalente, de tal modo a
colocar a expressado ou transcricido e/cu tradugdc da sequéncia de
codificacdo de antigénio scob a influéncia ou controlo da sequéncia
de expressaoc de gene. Duas sequéncias de ADN sdo referidas como
funcionalmente ligadas se a inducdc de um promotor na seguéncia de
expressdo de gene 5’ resulta na transcrigcdo da sequéncia do
antigénio e se a natureza da ligacac entre as duas seqguéncias de

nao (1} resulta na introducdc de uma mutacado de desloccacdo de
estrutura, (2) interfere com a capacidade da regido promotora de
diriglr a transcricdo da sequéncla do antigénic, ou (3) interfere
com a capacidade do transcrito de ARN correspondente de ser
traduzido numa proteina. Deste modo, uma sequéncia de expressdo de
gene seria ligada funcionalmente a uma sequéncia de acido nucleico
do antigénic se a sequéncia de expressdo do gene fosse capaz de
efectuar a transcricdo daquela sequéncia de é&cido nucleico do

antigénic de tal modo que o© transcrito resultante & traduzido na

proteina ou polipéptido dese’jado.

O acido nucleico do antigénio da invencdo pode @ ser
administrado ao sistema imunoldgico s6 ou em associacdo com um
vector. Nc seu sentido mais lato, um “vector” é gualquer veiculo

LY

capaz de facilitar a transferéncia do &cido nucleico do antigénio

para as células do sistema imunoldgico de modo gue o antigénio

ot

possa ser expresso e apresentado sobre a superficie da célula

noldégica. De um modo geral, o vector transporta o acido nucleico

[

para as células imunoldgicas com degradacdo reduzida em relacdo ao
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degradacdo gue resultaria na auséncia do vector.

o de gene

Qn

o vector inclul a seguéncia de express

para aumentar a expressdao do &cido nucleico do

células imunocompetentes. De um modo geral, os

es Uteis na invencdo incluemn, mas n&o se limitam a
plasmideos, fagemideos, virus, outros veiculos derivados de fontes
virals ou bacterianas gque foram manipulados pela insercdc ou
incorporacdo das sequéncias de acido nucleico do antigénio. Os
vectores virais s8o um tipo preferido de vector e incluem, mas nao
se limitam a sequéncias de acido nucleico dos seguintes virus:
retrovirus, tal como o virus da leucemia murina de Monoley, virus
do sarcoma murino de Harvey, virus do tumor mamdrio murino e virus
do sarcoma de Rous; adenovirus, virus adeno-associados; virus do
tipo SV40; virus polioma; virus Epstein-Barr; virus papiloma; virus
herpes; virus vaccinia; virus pdlio; e wvirus ARN, tals como um
retrovirus. Pode-se prontamente utilizar outros vectores nao

indicados, mas conhecidos na técnica.

Os vectores virals preferidos tém como base os virus
eucariéticos ndo citopaticos nos guals os genes ndc essenciais
foram substituldos pelo gene de interesse. Os virus ndo citopaticos
incluem os retrcvirus, cujo ciclo de wvida envolve a transcricao
reversa de ARN viral gendmica em ADN com a subseqguente integracdo
proviral no ADN celular hospedeiro. Os retrovirus foram aprovados

para ensalos terapéuticos em gene humano. Os mais Uteis sdo aqueles

retrovirus que tém replicacdo deficiente (isto &, capazes de
dirigir a sintese docs proteinas desejadas, mas 1ncapazes de
fabricar wuma particula infecciosa). Tals vectores de expresséo

viral geneticamente alterados tém utilidade geral para a transducéo
de genes 1in vivo de alta eficiéncia. Protocolos padrdoc para
produzir retrovirus de replicacdo deficiente (incluindo os passos

da incorporacgdo de material genético exdgenc num plasmideo,

transferéncia de uma embalagem de células revestida com plasmideo,
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producdo de retrovirus recombinantes pela embalagem da linha de

célula, recolha de particulas virais de meios de cultura de tecid

o}

gler, M., “Gene Transfer and Expression, A Laboratory
Manual”, W.H: Freeman Cc.0., Nova Iorque (199%90) e Murry, E.J. ed.
“Methods 1in Molecular EBiology”, vol. 7, Humana Press, Inc.,

Cliffton, Nova Jérsia (1991).

Um virus preferide para certas aplicacdes é o virus adeno-
associado, um virus de ADN de fita dupla. O virus adeno-associado
pode ser geneticamente modificado para ser de replicacdo deficiente
e & capaz de infectar uma ampla variedade de tipos de células e
espécies. Tem outras vantagens, tais como a estabilidade térmica e
de sclvente lipido; alta frequéncia de transducdo em células de
linhagens diversas, incluindo células hemopoiéticas; e falta de

inibig¢do a superinfeccdo permitindo, deste modc séries multiplas de

n

transducdes. Alegadamente, o virus adeno-associado pode integrar-se
ao ADN celular humano de uma maneira especifica para o sitio,
minimizando, deste modo, a possibilidade de mutagénese insercional
e variabilidade de expressdao de gene inserido caracteristica da

infeccdo retroviral. Além disso, as infeccdes por virus adeno-

[

assoclados do tipo selvagem foram seguidas em cultura de tecido
para mals de 100 passagens na auséncia de pressdo selectiva,

implicando gue a integracdo gendmica do virus adenc-associado & um

evento relativamente estavel. O virus adeno-associado também pode

W
[

uncionar de uma manelira extracromosson

Outros vectores incluem vectores plasmideos. Os vectores

@

i

plasmideos foram extensamente descritos na técnica e s&o bem

0O

b

conhecidos dos especialistas. Ver, Por exemplco, Sambrook et al.,

"Molecular Cloning: A Laboratory Manuel"”, Second Edition, Cold
Spring Harbor Laboratory Press, 1989. Nos Ultimos anos, verificou-
se gue 0§ vectores plasmidecs sdo particularmente vantajosos para
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administrar genes a células in vivo, devido & sua incapacidade de
replicar no interior de um genoma hospedeiro e integrar-se a ele.
Estes plasmidecs, no entanto, tendo um promotor compativel com a
célula hospedeira, podem expressar um péptido a partir de um gene
funcionalmente codificado no interior do plasmideo. Rlguns
plasmideos geralmente utilizados incluem pBR3Z2, pUCL8, pUCLY,
pRC/CMV, SV40 e pBlueScript. Outrcs plasmideos sdo bem conhecidos
daqueles com conhecimento corrente da técnica. Além disso, os
plasmideos podem ser concebidos a medida utilizando enzimas de
restricdo e reaccgbes de ligacdo para remover e adicionar fragmentos

especificos de ADN.

Foi descoberto, recentemente, que os plasmideos portadores de
gene podem ser administrados ao sistema imunoldégico wutilizando
bactérias. Formas modificadas de bactéria, tais como a Salmonella
podem ser transfectadas com o plasmideo e utilizadas como veiculos
de administracdo. 0Os velculos de administracdo de bactérias podem
ser administrados a um individuo hospedeiro por via oral ou por
outros meios de administracdo. As bactérias administram o plasmideo
as células 1munoldgicas, por exemplo, as células dendriticas,
provavelmente atravessando a barreira intestinal. Foram
estabelecidos altos niveis de proteccdo imunoldgica utilizando esta
metodologia. Tails métodos de administracgdo sdo UGtels para o0s
aspectos da invencdo gque utilizam a administracdo sistémica de

antigénioc, oligonucledtido CpG e/ocu hormona.

0 oligonucledtido CpG pode actuar de uma maneira sinérgica
com outros adjuvantes mucosals para intensificar as respostas
imunoldgicas. O oligonucledtido CpG e o adjuvante mucosal podem ser
administrados simultaneamente ou sequencialmente. Quando os
adjuvantes sdo administrados simultaneamente, o0s mesmos pocdem ser
administrados na mesma formulacdoc ou em formulacdes separadas, mas

sdo administrados ao mesmoc tempo. Os adjuvantes sdo administrados
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seguencialmente guandoc a administracdo de pelo menos dois
juvantes €& temporalmente separada. A separacdc no tempo entre a
administracdoc dos dois adjuvantes pode ser uma guestio de minutos

ode ser mais prolongada.

0]
c
T

Conforme ilustrado na seccdo de Exemplos, as titulacdes de

]

Efe anti-HBs, gque estd& associado com & imunidade sistémica em

s

o Ig
murganhos imunizados com oligonucleétido CpG mais CT foram pelo
o)

men

=3

s 50 vezes mailores do que sd com CT ou sd com oligonucledtido

CpGC (Figura 1). Além disso, titulagdes com 1 upg dos dois adjuvantes

untos produziram resultados melhores do aque 1

d.
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T
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D
Q
W
Q
4

adjuvante isolado. Estes resultados indicam uma accido sinérgica dos

dois adjuvantes. Resultados semelhantes também foram obtidos com

CpG e LT. Tal sinergia fol verificada tanto para as respostas
humorai (Figuras 1-3) como para as respostas mediadas por célula
(CTL e proliferacdo de célula T) (Figura 4). Do mesmo modo, a

proporgdc do isotipc de anticorpos IgGZa foi de cerca de 10 vezes
maior com CpG ODN do gue CT, indicando uma influéncia mailor de Thl
de CpG ODN em comparacdoc com CT. Além disso, a combinacdo de CpG
ODN e CT deu uma proporcdo 50 vezes maior de IgGZa:IgGl do que a CT
isclada. Tomades em conjunto, estes resultados indicam uma forte
sinergia das respostas Iimunoldgicas humorails da combinacéc de
adijuvantes, no gque diz respeito tanto a resisténcia e Thl-bilias como

das respostas imunoldgicas celulares (Figura 3}.

B marca de qualidade da imunidade mucosal é & presenca de

anticorpos secretdrios IgA em associacdo com as superficies
mucosals. Os anticorpos IgAR sdo essenclals para evitar a entrada do
agente patogénico no corpo. A imunizacgdo IN de murcanhos s6 com

jus

BsAg, 1 ou 10 upg, ndo conseguiu induzir gualguer IgA detectavel emn
lavagens de pulmbes. Nem fol encontradoc qualguer IgA significativo
com uma alta dose de antigénio e baixa dose (1 ug) de CT ou CpT

ce

ODN. No entanto, havia IgA significativo com uma alta dose
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antigénic e baixa dose tantc de CT como de CpG ODN ou uma baixa
dose de antligénio e uma baixa dose dos adjuvantes combinados. De

facto, os niveis de IgA com 1 ug de cada um de CpG ODN e CT
combinados foram mais elevados do que com 10 ug de cada um deles

solados, guando administrados com 10 pg de HBsRg (Figura 5). Além

ot

disso, o IgA em extractos fecais, que indica a inducdoc da imunidade

mucosal em sitios distantes, foi detectado apenas com os adjuvantes

combinados (Figura 6). Estes resultados indicam gue o CpG ODN & um
adjuvante potente para a induc¢do da imunidade mucosal e que ha uma
forte resposta sinérgica gquando utilizado com outro adjuvante

mucosal, tal como a CT.

Foram encontrados resultados semelhantes quando a LT foi

utilizada no lugar da CT (Figura 7, Tabelas 2 e 3). A CT e a LT,

gue tém relacdo proéoxima com consideravel hom

O

logia estrutural e

[

funcional, sdo ambas excessivamente tdxicas para utilizacidoc em
serem humanos. No entanto, hd inUmeras derivacbes de CT e LT gue
retém alguma actividade do adjuvante e, no entanto, s3c muito menos
téxicas. Um exemplo é a subunidade B da CT (CTB) que é ndo tdxica,
uma vez gue a toxicidade estd associada a subunidade A. Outro
exemplo & a LTK63, um mutante geneticamente destoxificado de LT sem
actividade enzimdtica tdxica. Embora estes adjuvantes estejam a ser
utilizados em ensaios clinicos humanos, nenhum foil t&dc forte guanto

CpG GDN para a inducdo de imunidade sistémica (soro IgG) quando
utilizou-se 1 ug de cada (Figura 7). Houve também um efeito

sinérgico guandc o CpG ODN e a CTB ou LTK63 foram utilizados em



A forte adjuvanticidade e a baixa toxicidade do
oligonucledtido CpG guando administrade a uma superficie mucosal

tem implicacdes importantes. Permitird que muitos antigénios sejam
administrados as superficies mucosais para a inducdc de fortes
regpostas imunclégicas sistémicas. A administracdoc ndo invasiva de
vacina & desejavel para a imunizacado de criancas, animais,
programas de vacinacdo em massa e também para evitar o risco de
ferimento com picada de agulha. Tais wvacinas deveriam ser
administradas por via 1intranasal, por meio de gotas nasais ou

0, ou deveriam

vt

pulverizagdo nasal ou com um sistema de administrac
ser administradas por outras vias (oral, rectal, ocular) a outras
superficies mucosals, incluindo com sistemas de administracdo

diferentes.

{in

pi interaccgdo sinérgica do oligonucleddito CpG com o©s

e

adjuvantes mucosails tem importantes implicacdes nc desenvolvimento

as vacinas. Devido & resposta sinérgica é agora possivel utilizar

O

Q.
n

o mais baixas e menos todxicas de adjuvantes mucosals, tais como

es
CT, ou outres toxinas relacionadas ou suas subunidades, em

"

Q

coni

nto corm o oligonucleddito CpG para obter respostas

o
!

imunologicas ainda melhores com menos toxicidade. Por exemplo,
seria possivel utilizar o oligonucledditc CpG em combinacdo com
mutantes geneticamente modificados menos toxicos de CT ou LT, para
uma vacina altamente eficaz de toxicidade aceitével. Naoc s poderia

mente com

0]

a abordagem de adjuvante combinado ser utilizada vantajos

o

toxinas diferentes, como também com formas de antigénic diferentes

D
o3
)

S
¢

vias mucosais. Uma

[0}

sistemas de administracdo diferentes a varia

0

guantidade eficaz, conforme utilizado em relacdo a este aspecto da
invengdo, € uma guantidade que produz uma resposta imunoldgica
sinérgica. Uma quantidade sinérgica é aquela guantidade gque produz
uma resposta imunoldgica contra um antigénio especifico que é maior
do gue a soma dos efeitos individuais tanto do CpG como do

adjuvante mucosal isoladamente.
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invencdo também pode ser utilizada em combinacdo com

Qan

estratégias de imunizacdc parentérica (por exemplo, injeccdo

3

lar, intradérmica ou subcutdnea) gue sdc normalmente
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s para & 1ndugdo de respostas imunoldgicas sistémicas.

&3]

jas

xtraordinariamente, os murganhos imunizados com HBsAg e tendo o

oligonucledtido CpG como pelo menos um  adjuvante, guando
administrados com uma dose de proparacdo por via parentérica (IM) e
com uma dose de reforco por uma via muccsal (IN) ou com dose de
proparacdo IN e de reforgo IM tinham IgG até 10 vezes mais alto
(isto €&, a resposta humoral sistémica) do gue gquando tanto a dose
de preparacdo como a de reforco foram pela via IM (Figura 8). As
respostas imunoldgicas celulares também foram mais fortes com as
abordagens combinadas parentérica/mucosal do que s& IN ou sd IV,
conforme indicado por CTL mais forte (Figura 9) e proliferacido mais
elevada de céelulas T (Figura 10). Enguanto a dose de preparacdo e

de reforcgce IN produz boas respostas mucosais a dose de preparacao e

de reforco IM nao produz respostas mucosals detectéavels (Figuras
11-13). A abordagem da dose de preparacdo IM e dose de reforco IN
também produz IgA significativo em lavagens de pulmdes (Figura 11)

\

e saliva (Figura 12}, mas ndoc nas fezes (Figura 13).

Os adjuvantes mucosals Utels de acordo com a invencdo sdoc 0s

O

adjuvantes mucosals ndo oligonucledtidos. Um “adjuvante mucosal néa
oligonucledétido”, conforme utilizado neste contexto, é um adjuvante
gue nd&o seja o oligenucledtido CpG gue é capaz de induzir uma
unolégica mucosal num individuo guando administrado a

m
uma superficie muccocsal em associacdo com um  antigénio. Os

o se limitam a toxinas

on

adjuvantes mucosals incluem, mas n

bacterianas: por exemplo, a toxina da cbélera (CT), derivados da CT
incluindo, mas ndc limitado a CT subunidade B (CTB) (Wu et al.,
1998, Tochikubo et al., 1998); CTD53 (Val a Asp) (Fontana et al.,
1995, CTKY97 (Val a Lys) (Fontana et al., 1995}; CTK104 (Tyr a Lys)



) (Fontana

(Fontana et al., 1995); CTDS3/K63 (Val a Asp, Ser a Lys
895y ; CTN1O7

et al., 1995); CTH534 (Rrg a His) ({(Fontana et al., 1

(His a Asn) (Fontana et al., 1895); CTE114 (Ser a Glu) (Fontana et
al., 1995); CTELIZK (Glu a Lys) ({Yamamoto et al., 19%7a,; CUS6lF
{(Ser a Phe} (Yamamoto et al., 1987 S7b); CTS106 (Pro a Lys)

{(Douce et al., 1897, Fontana et al., 1285), toxina Zonula
occludens, zot, a enterctoxina termolabil Escherichia coli, Toxina
Lébil (LT), derivados da LT incluindo mas ndc limitado a LT
subunidade B (LTB) (Verweij et al., 1998); LT7K (Arg a Lvs) [(Komase
et al., 1998, Douce et al., 1985); LT6lF (Ser a Phe) (Komase et

al., 1998); LT112K (Glu a Lys) (Komase =t al., 1988); LT118E (Gly a

998); LTK63 (Ser a Lys)
{(Marchetti et al., 1998, Douce et al., 1997, 1998, Di Tommasoc et

1. 1998), toxina
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Pertussis, PT. (Lycke et al., 1992, Spangler BD, 1992, Freytag e
Clemments, 1999, Roberts et al., 1995, Wilson et al., 1995)
incluindo PT-SK/129G (Roberts et al., 1995, Cropley et al., 1985);

Derivados de toxina (ver adiante) (Holmgren et al., 1993, Verweil]

i

et al., 1998, Rappuoli et al., 1995, Freytag e Clements, 1999},

Derivados do lipido A (por exemplo, o lipido monofosforilo A, MPL)
9

o

(Sasaki et al., 1998, Vancott et al., 19

6]

8; Derivados de dipéptido
muram>lo (MDP) (Fukushima et al., 1996, OCgawa et al., 19g%
Michalek et al., 1983, Morisaki et al., 198Z); Proteinas da
membrana externa bacterliana (por exemplo, proteina A da superficie
externa (Osph) lipoproteina de Borrelia burgdorferi, proteina da
membrana externa de Nelisseria meningitidis) (Marinaro et al., 1989,
Van de Verg et al., 1996); Emulsdes dlec-em~agua (pos
ield et al., 1999, Verschocr et al., 1999, 0O'Hag

£
1998); Sais de alumeninio (Isaka et al., 1998, 1959); e Saponinas
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{(por exemplo, QS21) Aguila Biopharmaceutic

(Sasaki et &l1., 1998, MacNeal et al., 1998;, ISCOMS, MF-5% (uma
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emulsdo de esgualeno-em—agua estabilizada com Span 85 e Tween 80;
Chiron Corporation, Emeryville, CA.}; a série Sepp ISA de
adjuvantes Montanide (por exemplo, Montanide ISA 720; AirLiquide,
rParis, Franca) ; PROVAX (uma emulsdo Oleo-em—agua contendo um

detergente estabilizador e um agente formador de micelas; IDEC

@]
i

Pharmaceuticals Corporation, San Diego, y;  Syntext Adjuvant
ormulation {SAF; Syntex Chemicals, Inc., Boulder, CC.);
polifdi{carboxilatofenoxi)fosfazeno (polimero PCPP; Virus Research
Institute, EUA) e factor de alongamento de Leishmania (Corixa

Corporation, Seattle, WA).

Embora a administracdo mucosali de antigénio seja considerada

um pré-reguisito para a inducdc de fortes respostas imunoldgicas
mucosais, & possivel induzir forte Imunidade mucocsal a antigénios
administrados sistemicamente, modulando a resposta imune com
hormonas esterdides, tais como as descritas para 1,25-di-hidroxi
vitamina Ds [1,25(0H),D3;] (Daynes et al., 1996). A invencao inclui
tambén métodos para a administracdo de oligonucledtido CpG sé6 ou em
combinacdo com outros adjuvantes mucosals e antigénio a individuos
tratados com hormonas. Cada um dos compostos pode ser administrado
em coniuntc ou separadamente, por via sistémica ou mucosal.
Nalgumas formas de reelizacdoc o oligonucledétido CpG e o antigénio
e, opcilonalmente, outros adjuvantes mucosais sdo administrados por
via mucosal e a hormona é administrada por via sistémica. A hormona

pode ser dada por via parentérica (por exemplo, injeccdo

subcuténea) ou por via mucocsal (por exemplo, por via oralj.

As respostas imunocldgicas mucosais também podem ser induzidas

com a co-administracdo de citocinas com os oligonucledtidos CpG. As

()

respostas imunoldgicas também podem ser aumentadas por melo da
expressdo co-linear de citocinas (Bueler & Mulligan, 1996; Chow et
al., 1597; Geissler et al., 1997; Iwasaki et al., 1987; Kim et al.,

1997y ocu moléculas co-estimulatdérias B-7 (Iwasaki et al., 1997;
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suji et al., 1997). As citocinas ©podem ser administradas

ot
Lt
®

ctamente com os oligonucledtidos CpG ou podem ser administradas
na forma de um vector de acido nucleico gue codifica a citocina, de
tal modo gue a citocina pode ser expressa in vivo. Numa forma de
realizacdo, gquandc o CpG é administrado na forma de um vector de

ficar a citocina e uma

e

expressdao de plasmideo, o vector pode cod

administracdo separada de citocina ndo é nece
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“citocin e utilizado como um nome genérico para um variado grupo
de proteinas e péptidos soluvels que actuam como reguladores

or entracdes nano- a picomolar e que, seja sob
condicées normais ou patoldgicas, modulam as actividades funcionais
de células e tecidos individuais. Estas proteinas também mediam as
interaccdes directamente entre as células e regulam 0SS pProcessos
que tém lugar no ambiente extracelular. Exemplos de citocinas
incluem, mas nado se limitam & IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7,
I.-10, 1IL-12, IL-15, factor estimulador de coldnia granuldcito-
macrbéfago (GCSF), interferdo-y (y-INF), factor de necrose tumoral

(TNF) TGF-[3, ligando FLT-3 e ligando CG40.

As citocinas desempenham um papel em dirigir a resposta da
célula T. As células auxiliares (CD4+) conduzem & resposta
imunoldgica de mamiferos através da producgdo de factores soluvels
que actuam sobre outras células do sistema imunoldgico, incluindo
outras células T. A maior parte das células auxiliares CD4+ maduras
expressam um de dois perfis de citocinas: Thl ou Th2. As células
Thl expressam 1L-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, IL-13, GM-CSE e
baixos niveis de TNF-o. 0 subconijunto TH1 promove a
hipersensibilidade retardada, imunidade mediada por célula e troca
de classe de imunoglobulina para IgGz,. O subconjunte Th2 induz a
imunidade humoral activando as células B, promovendo a producao de
anticorpos e incluindo a troca de classe para IgG, e IgE. Em

algumas formas de realizacdo é preferido gue a citocina seja uma
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Surpreendentemente, verificou-se que os oligonucledtidos CpG

lade mucosal em sitios remotos bem como em sitios
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locais. Um “sitio remoto”, conforme utilizado neste contexto, é um
tecido mucosal gue estd situado numa regiio do corpo diferente do

TeCclialb mucosa

et
Q)

-
-

o oligeonucledtido CpG foil administrado. Por

exemplo, se © igonucledétido CpG for administrade por via
intranasal, um sitio remoto seria o revestimento mucosal do
in stin

Qh

Para utilizac&o na presente invencac, os cidos nucleicos
podem ser sintetizados de novo utilizando qualgquer um de uma série

2

de procedimentos conhecidos na técnica. Por exsmplo, o método de b-

cianoetil fosforamidite (Beaucage, S. L., e Caruthers, M. H., Tet.
Let. 22:1859, 1981}); o método nucledésido H-fosfonato (Garegg et
al. Tet. Let. 27:4051-4054, 1986; Froehler et al., Nucl. Acid.

c

Res. 14:5399-5407, 1986; Garegg et al., Tet. Let. 27:4055-4058,
986, Gaffney et al., Tet. Let. 29:2619~-2622, 1988). Estas quimicas
podem ser realizadas por meio de uma variedade de sintetizadores
automaticos de oligonucleébtido disponiveis rno mercado.
Alternativamente, os dinucledbdtidos CpG poedem ser produzidos em
larga escala em plasmideos (ver Sambrock, T., et al., Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press,
N.Y., 1989) e Sseparados em pedacos mencres ou adnmninistrados
irtelros. Depols de ser administrado a um individuo o plasmideo

z k]

pode ser degradado em oligonucledtidos. Os oligonucledtidos podem

ser preparadeos a partir de seguéncias de Acido nucleicos existentes
{por exemplo, gendémico ou cADN} utilizando técnicas conhecidas,

aguelas gue utilizam enzima de restricdo, exonucleases e
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Para utilizacédo in vivo, cs acidos nucleicocs sdo,
preferencialmente, relativamente resistentes & degradacdo (por
exemplo, por de ndo e xo-nucleases). As estruturas
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secundarias, tails comec stem loops, podem estabilizar os &acidos
nucleicos contra a degradagdo. Alternativamente, a estabilizacdo do

pode ser conseguida por meio de

o
esgqueleto de fosfato. Um tipo de acido nucleico estabilizado tem,
pelo  menos, um  esqueleto de fosforoticatc modificado. Os
fosforotiocatos podem ser sintetizados utilizando técnicas

automaticas que utilizam seja a quimica de fosforamidato seja de H-
Os fosfcnatos de arilo e alcguilo podem ser feitos, por

0, conforme descrito na Patente US No. 4.469.863; e os
algquilfosfotriésteres {em gue o a unidade do oxigénio carregado é
alguilada conforme descrito na Patente US No. 5.023.243 e na
Patente Europeia No. 092.574) podem ser preparados por meic de
sintese automatica da fase sdlida utilizando reagentes disponiveis

comercialmente. Foram  descritocs métodos para fazer outras

modificagbes e substituicdes ao esgueleto do ADN (Uhlmann, £E. e

-

Peyman, A., Chem. Rev. 90:544, 1990; Coodchild, J., Bioconjugate

Chem. 1:165, 1990).

' [

Os é&cidos nucleicos contendo um CpG n&o metilado apropriado
podem ser eficazes em qualquer vertebrado. Os &cidos nucleicos
diferentes contendo um CpG néo metilado podem provocar uma
estimulacdo imunoldgica Optima dependendo da espécie de mamifero.
Deste modo, um oligonucledtido gque provoca estimulacdo o6ptima em
seres humanos pode ndo causar estimulacdo 6éptima num murganho e
vice-versa. Um especialista na matéria pode identificar os
cligonucledtidos optimos, Uteils para uma espécie em particular de

feros de interesse wutilizando os ensalios de rotina aquil

[N

=

mam

descritos e/ou conhecidos na técnica, utilizando a orientacdo aqui

rf

C termo “guantidade eficaz” de um oligonucledtido CpG refere-
se a quantidade necessaria ou suficiente para realizar um afeito
bicldgico desejado. Por exemple, uma guantidade eficaz de um
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oligonucledtido contendo, pelo menos, um CpG ndo metilado para
induzir a imunidade mucosal ¢ aquela quantidade necessaria para
provocar o desenvolvimento de IgA em resposta a um antigénio apds
exposicdo ac antigénio. Em combinagdo com o0s ensinamentos aqui

proporclonados, seleccilonando entre o0s VArios compostos activos e

derando factores, tals como a poténcia, biodisponibilidade
relativa, peso corporal do doente, gravidade dos efeitos
secundarios e modo de administragdc preferido, pode-se planear um

regime de tratamento profildctico ou terapéutico eficaz que ndo

™

provoca toxicidade substancial e, ainda assim, & totalmente eficaz

para tratar o individuo em particular. A gquantidade eficaz para

gualguer aplicacdo em particular pode wvariar dependendc de
factores, tails como a doenca ou estado a ser tratado, o
cligonucledtido Cpg especifico a ser administrado (por exemplc, o©
numerc de motivos de CpG ndc metilados ou a sua localizacdo no
acido nucleico), o antigénio, o tamanho do individuo ou a gravidade

da doenca ou estado. Um especialista na técnice pode determinar, de
forma empirica, a quantidade eficaz de um oligonucledtido CpG e

11lo em particular sem necessitar experimentacdo indevida.
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A posologia dos compostos agul descritos, tipicamente, variam
de cerca de 80 mg/dia a 16.000 mg/dia, mais tipicamente, de cerca
de 800 mg/dia a 8000 mg/dia e, mals tipicamente, de cerca de 800
mg/dia a 4000 mg/dia. Definido em termos de peso corporal do
individuo, as dosagens tipicas variam de cerca de 1 a 200
mg/kg/dia, mais tipicamente, de cerca de 10 a 100 mg/kg/dia e, mais

10 a 50 mg/kg/dia. Definido em termos de
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dreas de superficie corporal do individuo, as dosagens tipicas
variam de cerca de 40 a 8000 mg/m*/dia, mais tipicamente, de cerca

de 400 a 4000 mg/m°/dia e, mais tipicamente, de cerca de 400 a 200C
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Em algumas formas de realizacdo, pelo mencos 50 upg do CpG é
administrado a um individuo. Em outras formas de realizacdo, pelo
menos 75 ng, 100 pg, 200 pg, 300 ug, 400 upg, 500 pg, e cada nimero

int

m

elro entre estes, do CpG ¢ administrado ac individuo.

Parsa cualaguer composto aqui descrito a quan
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t
pe camente eficaz pode ser inicialmerte determinada a partir
n

saios de cultura de células. Por exemplo, a quantidade eficaz

®
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igonucledtido CpG Gtil para induzir a imunidade mucosal pode

Q. Q.
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r avaliada por meio dos ensailos in vitro descritos acima, no gue

n
(T)

diz respeito ac indice de estimulacdo. O indice de estimulacdc pode
ser utilizado ©para determinar como a quantidade eficaz do
oligonucledtido em particular, para o individuo em particular e a
dosagem podem ser ajustadas para cima e para baixo para atingir os
niveis desejados no individuo. As quantidades terapeuticamente

eficazes também podem ser determinacas a partir de dados humanos

ara oligonucledtidos CpG que foram testados em seres humanos

T
Q

(ensaios cliniccs com humanos foram iniciados) e para os compostos

ue  sdo  conhecidos por exibirem  actividades farmacoldégicas

i

s

semelhantes, tals como outros adjuvantes mucosals, por exemplo, &
LT e outros antigénics com a finalidade de vacinacdo. A dose
aplicada pode ser ajustada com base na biodisponibilidade relativa
e poténcila do composto administrado. Ajustar a dose para atingir a
eficacia méxima com base nos métodos descritos acima e outros

métodos, conforme sdo bem conhecidos na técnica, estd bem nas
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farmaceuticamente aceitédvels, que podem conter, rotineiramente,
concentracdes de sal farmaceuticamente aceitaveils, agentes
tamponizantes, conservantes, veiculos ccocmpativeis, adjuvantes e,

opcionalmente, outras substéncias terapéuticas.
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tili do em rapéutica, wume qguantidade eficaz do
cligonucledtido CpG pode ser administrada a um individuo poor

ler modo que administre o oligonucledtido a uma superficie
mucosal. A Tadministracdo” da composicdo farmacéutica da presente

invencidoc pode ser lizaca por gualguer meic conhecido do técnico

Q)

gqualificado. As vias de administracdo preferidas incluem, mas ndo

se limitam a via oral, intranasal, intratraqueal, inalacdo, ocular,
vaginal e rectal.

Para a administracdc oral, os compostos (isto &, oS
oligonucledtidos CpG, antigénio, adjuvante mucosal) podem ser
prontamente formulados combinando of{s) composto{s) activo(s) com

veiculos farmaceuticamente aceitédveis bem conhecidos na técnica.

m

lais veiculos permitem que os compostos da invencdo sejam

crmulados como comprimidos, pilulas, drageias, capsulas, liguidos,

o

géis, xaropes, suspensdes espessas, suspensdes e outros
semelhantes, para a ingestdo oral por um individuo a ser tratado.
As preparacdes farmacéuticas para utilizacdo oral podem ser obtidas
como  excipientes sélidos, opcionalmente moendo uma mistura
resultante e processando a mnistura de granulos, apds adicionar
auxiliares adequados, se desejado, para obter comprimidos ou
nucleos de drageias. Os excipientes adequados sdo, em particular,
enchimentos tais como aclcares, incluindo lactose, sacarose,
manitol ou sorbitol; preparacdes de celulose tais cono, for
exemplo, amido de milho, amido de trigo, amido de arroz, amido de
batatea, gelatina, goma tragacanto, metilcelulose

hidroxipropilmetilcelulose, carboximetilcelulose de sédio, e/ou
polivinilpirrolidona (PVP). Se desejado, pode-se adicicnar agentes
desintegrantes, tais como polivinilpirrolidona reticulada, agar ou
acido alginico ou um seu sal, tal como o alginato de soédio.
Opcionalmente, as formulacdes orais também podem ser formuladas em
solucdo salina ou tampdes para neutralizar as condicdes &cidas

internas.
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Os nrucleos das dragelas s&o proporcionados com revestimentos
adequados. Para esta finalidade, pode-se utilizar solucdes de
acucar concentrado gue, opcionalmente, podem conter goma arabica,
talco, polivinilpirrolidona, gel de carbopol, polietilenoglicol
e/ou didxido de titanio, solugdes de laca e solventes organicos
adequados cu misturas de solventes. Corantes ou pigmentos podem ser
adicionados aocs revestimentos dos comprimidos ou drageias ou para

caracterizar as combinacdes diferentes de doses do composto activo.

o
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As preparacdes farmacéuticaes gue podem ser utilizad
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almente incluem céapsulas com vedacdo de encal
gelatina, bem como céapsulas vedadas, macias feitas de gelatina e um
plasticizante, tal como glicerol ou sorbitol. As céapsulas com
vedacdo de encalxe podem conter a substéncia activa em mistura com
enchimento tal como lactose, ligantes, tals como amidos e/ou
lubrificantes tals «como talco ou estearatc de magnésio e,

cionalmente, estabilizantes. Nas céapsulas macias, o©os compcstos
activeos podem ser dissolvidos ou suspensos em liguidos adequados,
talis como Oleos gordos, parafina liguida ou polietilenoglicodis
liquidos. Além disso, pode-se adicionar estabilizantes. Pode-se
também utilizar microesferas formuladas para a acdministracdo oral.
Tals microesferas foram bem cefinidas na técnice. Todas as
formulag¢des para administracidc oral devem ser em dosagens adeguadas

para tal administracéo.

Para administracdo bucal, as composicdes podem tomar a forma

de comprimidos ou pastilhas formuladas de modo convencional.

an

Para administracdo por inalacdc, ©s compostos para utilizacio
de acordo com a presente invencdoc podem ser cnvenientemente
administrados na forma de uma apresentacdo de pulverizador de

aercssol a partir de embalagens pressurizadas ou um nebulizador,



corm a utilizacgdo de propulsor adeguado, por exemplo,
diclorodifluocrometano, triclorofluorometano,

diclorotetrafluorometano, didxido de carbono ou outro gas adequado.
No casc de um aercssol pressurizado a unidade de dosagem pode ser
determinada proporcionande uma valvula para administrar uma
quantidade medida. Podem ser formuladas céapsulas e cartuchos, por
exemplo de gelatina, para utilizacdo num inalador ou insuflador
contendo uma mistura de pd do composto e uma base de pd adequada,

tal como lactose ou amido.

Quando & desejavel a administracdo sistémica, os compostos
podem ser formulados para administracdo parentérica por meio de
injeccdo, por exemplo, por injecc¢do bolus cu perfusdo continua. As
formulacdes para injecgdo podem ser apresentadas na forma de
dosagem unitaria, por exemplo, em ampolas em recipientes miltiplos

com um conservante adicionado. As composicdes pode tomar formas

tais como suspensdes, solucdes ou emulsdes em velculos ocleosos ou

O

aquosos e podem conter agentes formulatérios tais como agentes de

suspensdo, de estabilizacgac e/ou de disperséao.

As formulacdes farmacéuticas para administracdo parentérica
incluem solucdes aguosas dos compostos activos em forma soluvel em
agua. Além disso, as suspensdes dos compostos activos podem ser
preparadas como suspensdes oleosas apropriadas para injeccdes. Os
solventes ou veiculos lip6filos adequados incluem dleos gordos como
tlec de sésamo ou ésteres de 4acido gordo sintéticos, tals como

As

Oleato de etil ou lipossomas.
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suspensoes
acuosas para injeccdes podem conter substidncias gque aumentam a
viscosidade da suspensdo, tails como carboximetilcelulose de sodio,
sorbitol ou dextrano. Opcionalmente, a suspensdoc também pode conter

antes adequados ou agentes gue aumentam a solubilidade dos
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ccmpostos  para permitir  a preparacdo de  solucbes altamente

cconcentradas.
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lternativamente, o0s compostos activos podem ser na forma de
P& para constituigdc com um veiculo adequado, por exemplo agua

estéril livre de pirogénio, antes da utilizacao.

Os compostos também podem ser formulados em composicdes
rectals ou vaginais, tais como supcsitdrios ou enemas de retencdo,
por exemplo, contendo bases para supositdérios convencionais, tais

comc manteiga de cacau e outros glicéridos.

Além das formulacdes descritas anteriormente, os compostos
também podem ser formuledos como uma preparacido de depdsito. Tais
formulacdes de actuagdo prolongada podem ser formuladas com
materials poliméricos ou hidrdéfobos adequados (por exemplc, como
uma emulsdo num 6leo aceitavel) ou resinas de troca de ides ou como

derivados pouco solivels, por exemplo, como sals pouco soluveis.

As composicdes farmacéuticas também  podem compreender
velculos ou excipientes de fase sdélida ou gel adequados. Exemplos
de tais wveiculos ou excipientes incluem, mas ndo se limitam a
carbonato de célcic, fosfato de calcio, varios acucares, amidos,
derivados de celulose, gelatina e polimeros, tais como

polietilenocglicéois.

As formas adequadas de preparacdo farmacéutica liguida ou

o

da s
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o, por exemplo, solucdes aguosas ou salinas para inalacdo,

microencapsuladas, espirais, revestidas em particulas microscédpicas

de ourc, contidas em lipossomas, nebulizadas, aerossdis, granulos
para implantacdoc na pele ou secas sobre um objecto afiado peara ser

arranhado na pele. As composicdes farmacéuticas também incluem

ulos, pés, comprimidos, comprimidos revestidos,

o]

rar

Q

(micro)capsulas, supositdrios, xaropes, emulsdes, suspensodes,

ibertacdo prolongada dos

fot

cremes, gotas ou preparacdes com



compostos activos, em cuja preparacdes os excipientes e aditivos

]

/ou auxiliares tails como desintegrantes, aglutinantes, agentes de
revestimento, agentes de dilatacdo, lubrificantes, aromatizantes,
edulcorantes ou solubilizantes s&o habitualmente utilizados,

conforme descrito acima. As composicdes farmacéuticas sao adequadas

-

para utilizagdo numa variedade de sistemas de administracdc de

|t

farmaco. Para uma breve anadlise dos presentes métodos para

administrac&o de farmaco, ver Langer, Science, 24%9:1527-1533, 1990.

Os oligonucledétidos CpG e antigénios podem ser administrados
per se (como tal) ou na forma de um sal farmaceuticamente
aceitdvel. Quando utilizados em medicamentos os sals devem ser
farmaceuticamente aceltavelis, mas sails ndo farmaceuticamente
aceitaveils podem ser utilizados de forma conveniente para preparar
0s seus sals farmaceuticamente aceitaveis. Tailis sails 1incluem, mas
ndo se limitam aqueles preparados a partir dos seguintes &acidos:
cloridrico, bromidrico, sulfurico, nitrico, fosfdérico, maleico,

acético, salicilico, p-tolueno sulfénicao, tartarico, citrico,

I

metano sulfdénico, férmico, maldénico, succinico, naftaleno-2-

o

sulfénico e benzeno sulfénico. Além disso, tais sals podem ser
preparedos como sals de metal alcalino ou alcalino terrosos, tais
como sails de sédio, potéssio ou cadlcio do grupo do acido

carboxilico.

Us agentes tamponizantes adequados incluem: &cido acético e

citricc e um Ssal

Os conservantes adeguados 1incluem cloreto de benzalcdnio

As composicdes farmacéuticas da invencao contém uma

guantidade eficaz de um oligonucledtido CpG e antigénios incluidos
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num veiculo farmaceuticamente aceitavel. ] termo “veliculo
farmaceuticamente aceitdvel” significa wum ou mais enchimentos
compativelis, solidos ou liguidoes, diluentes ou substéncias
encapsulantes gue sdo adequadas para a administracd3o a um ser

humano ou outro animal vertebrado. C termo veiculo” indica uma
substéncia orgénica ou inorgdnica, natural ou sintética com a qual

bstércia activa ¢é combinada para facilitar a aplicacdo. Os

o

a s
componentes para as composicdes farmacéuticas sdo também capazes de
s

ser misturadas com 0s compostos da presente invencd3oc e uns com OS

O

utros de uma manelra tal gue ndo haja interaccdo, o que reduziria,

de forma substancial, a eficacia farmacéutica desejada.

OUs oligonucledtidos CpG ou antigénios Uteis na invencdo podem
ser administrados em misturas com adjuvante (g) nucosal {is)
adiciocnal(is). Uma mistura pode consistir em varias adjuvantes

mucosals para além do oligonucledtido CpG cu varios antigénios.

Estdo disponivels varias vias de administracdc. O modo
seleccionado, em particular, dependersa, naturalmente, dos
adjuvantes ou antigénios em particular seleccionados, o estado em
particular a ser tratado e a dosagem necessaria para a eficacia
terapéutica. Os meétodos desta invencdo, de um modo geral, podem ser

raticados wutilizando ualguer modo de administracdo ue seja
p 1

+

[

ceitave
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I

do ponto de vista médico, significando gqualquer modo gue

roduza nivels eficazes de uma resposta imunoldgica sem causar

o

efeitos adversos clinicamente inaceitdveis. Osgs modos preferidos de
administracdc estdo discutidos acima.

As composicdes podem ser apresentadas, convenlientemente, em
forma de dosagem unitéria e podem ser preparadas por meio de

guaisguer métocdos bem conhecidos na técnice de farmdcia. Todos o©s

=
{
-t
O
Q.
O
n
-

incluem o passc de pdr os compostos em associacdo com um

velculo gue constitui uma oOu mals substdncias acessdrias. De um
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modo geral, as composicdes sdo preparadas pondo os compostcs de

forma uniforme e intima em associagdo com um veiculo liquido, um

frascos ou ampolas. Para o tratamento de um doente, dependendo da

actividade do composto, maneira de administracido, finalidade da

imunizacao (isto &, profildtica ou terapéutica), natureza

D

gravidade do disturbio, idade e peso cor

kel
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osnte, podem ser
necessarias doses diferentes. A administracio de uma certa dose
pode ser realizada por administracido Unica na forma de uma unidade
de dose individual ou entdg varias unidades de dose menores. B
administracdo multipla de doses a intervalos especificos de semanas
ou meses de diferenca & normal para reforcar as respostas
icas para o antigénio.

Cutros sistemas de administracic podem incluir sistemas de
administracdo de libertacdo programada, libertacdoc retardada ou
libertacdo sustentada. Tals sistemas podem evitar administracdes
repetidas dos compostos, aumentando a conveniéncia para o doente e
para o medico. Muitos tipos de sistemas de administracdo de
libertacdo estdo disponiveis e sd3c conhecidos daqueles com

conhecimento corrente da técnica. Estes incluem sistemas & base de

polimeros, tais como poli(léctido-glicdlidol, copolioxalatos,
policaprolactonas, poliesteramidas, poliortoésters, acido poli-
hidroxibutirico e polianidridos. As microcéapsulas para os polimeros

mencicnados contendc farmacos estdo descritas, por exemplo, na
Patente US No. 5.075.109. Os sistemas de administracdo também incluem
sistemas ndo poliméricos que sdo: lipidos gue incluem esterdis, tais
como colestercl, éster de colesterol e acidos gordos ou gorduras
neutras, tals como, mono- di- e tri-glicéridos; sistemas de
libertacdoc de hidrogel; sistemas silésticos; sistemas a base de
péptidos; revestimentos de cera; comprimidos prensados wutilizando

aglutinantes e excipientes convencionais; implantes parcialmente

8]



fundidos e outros. Exemplos especificos incluem, mas ndo se limitam
a: (a) sistemas erosionais, em gue um agente da invencdo & contido no

inte

-

b

ior de uma matriz, tals como agueles descrito nas Patentes US

w

Nos. 4.452.775, 4.675.189 e .736.152 e (b) sistemas difusionais, em
que um componente activo penetra a uma taxa controlada a partir de um
polimero, tal como descritoc nas Patentes US Nos. 3.854.480, 5.133.974

e 5.407.686. Al

O

m disso, pode-se utilizar hardware de sistemas de
administracdo & base de bomba, alguns dos guais estdo adaptados para

implante.
A presente invencdo € ilustrada, adicionalmente, por meio dos

seguintes Exemplos, 0s quais, de modo algum, devemn ser

interpretados como mais limitativos.

ExemElos

Exemplo 1: Materiais e Métodos
1. Materiais e Animais
Murganhos. Todas as experiéncias foram realizadas utilizando

murganhos fémeas BALB/c de 6-8 semanas de idade com 5-10 murganhos

por experiéncia ou grupo de controlo. Para as 1lmunizacodes

O

intranasails, s murganhos foram ligeiramente anestesiados com

3

Halothane® [(Halocarbon Laboratories, River Edge, N.J.).
Adjuvantes: Os murganhos foram imunizados por administracidoc IN
de 1 npg de HBsAg (proteina HBV S derivada de plasma, subtipo ad,

Genzvyme Diagnostics, San Carlos, CA), i1isoladamente ou combinada com
P 7



posicdo 63, generosamente fornecida pelo Dr. Rino Rappuoli, IRI

S
tadlia) e/ou CpG ODN (5'-TCCATGACGTTCCIGACGTT-3', CpG

Chiron S.p.A., I

ODN #1826 SEQ ID NO. 90) ou ODN de controlo ndo CpG

(5'TCCAGGACTTCTCTCAGGTT-3"', CpG ODN #1982 SEQ ID NO. 91) (Hybridon

Specialty Products, Milford, MA). O antigénio e adjuvante(s)
am um volume total de 15 pL com NaCl 0,15 M e foram

0
dministrados por inalacdo IN. Os ODN foram re-suspensos em Tris 10
mM (pH 7,0), EDTA 1 mM para armazenagem a +4EC antes da diluicdo em
solucdo salina para imunizacdo. O nivel de LPS no ODN era
indetectavel (<1 ng/mg) por teste do Limulus (Whittaker Bioproducts,

Walkersville, MD).
2. Imunizagao Mucosal

Cada animal foi imunizado com 1 ou 10 Fg de proteina BV S
derivada de plasma (HBsAg, subtipo ad, Genzyme Diagnostics, San
Carlos, CA), gque fol administrada isoladamente ou em combinacdo com

1 ou 10 pg de CT ou LT ou derivado destas e/ou oligonucledtido CpG

Tz

t1826. Os derivados de CT eram a subunidade B de CT (CTB). Os
derivados destoxificados de LT foram todos produzidos por mutacdes
genéticas gqgue afectaram a subunidade A ou a actividade enzimatica e
incluiam a LTK63. Todas as vacinas foram administradas num volume
total de 150 pL, que foram aplicados como goticulas directamente
sobre ambas as narinas externas de murganhos ligeiramente
anestesiados. A alguns murganhos foram dadas doses de reforco de
maneira idéntica, 8 semanas depois da dose de preparacidoc. Todos 0s

grupos experimentals continham 5 ou 10 murganhos.

3. Colheita de amostras

1

lasma foil recuperado dos murganhcs em tempos

imunizacdo (1, 2, 4 e 8 semanas depoils da dose
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de preparacgac e 1, 2 e 4 semanas depols do reforcgo) por sangramento
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Sedimentos fecalis: 0s sedimentos fecais foram coihidos dos

[e%]

murganhos em tempos variados depols da imunizacdc (1, 2, 4 e

, 2 e 4 semanas depois do

et

semanas depols da dose de preparacao e

O
o). Os murganhos foram isclados em gaioclas individuals sem

]
th

r or

)

dormir durante um pericdo de 24 horas, a seguir ao qual os

[N
o]

sedimentos fecals foram colhidos e pesados em aliquotas de 0,1 m
7,5

Un ml, de TBS (Tris-HCLl 0,05 M, NaCl 0,15 M, pH ;D) e 0,1 Fg d

D

azeto ae sbddio (Sigma) foram adicionades por 0,1 mg de material
fecal. Deixou-se gue as amostras re-hidratassem durante 30 minutos

A, depois foram centrifugadas a 6000 rpm durante 15 minutos para

3

remover os detritos fecals e os sobrenadantes foram colhidos e

b}

armazenados a -20E C até testadas para avaliacdo de S-IgA por

r Tamn
LISA.

3}

Lavagens de pulmfes: As lavagens de pulmbes foram realizadas
em murganhos 4 semanas depols da dose de preparacdo de imunizacao
ou reforco. Uma seringa de 0,33 c¢c de 1nsulina com uma agulha
29G12/2 acoplada (Becton Dickenson, Franklin Lakes, NJ) fol

utilizada para realizar a lavagem dos pulmdes. Um mL de TBS foi

aspirado para dentro da seringa e um pedaco de tubo de polietileno

o}

(PE) que era 1 cm mais longo do que a agulha foi acoplado (PE20,
ID=0,38 mm, Becton Dickenson). O murganho fol morto por sobredose de
anestésicc e a tracueia fol imediatamente exposta per meio de uma
iiana feita wutilizando wuma tescura

a
cirdrgica de ponta fina (Fine Science Tools Inc., North Vancouver,
i e

(Fine Science Tools Inc., North Vancouver, BC) foi colocado acima da
mesma. O tubo de PE foi passado alguns mm abaixo da traqgueia pela
incisdao e um segundo grampo foi colocado imedliatamente abaixoc da

incisdo para manter o tubo de PE em posicéo na tragueia. A solucdo
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de TB3 foi instilada lentamente aos pulmdes, depols, retir
vezes (80% de recuperacdo esperada). As amostras recuperadas foranm
centrifugadas a 13.000 rpm durante 7 inutos e os sobrenadantes

oram colhidos e armazenados a -20B C até serem testados por ELISA.
4. Avaliacao das respostas imunolégicas

Resposta humoral sistémica: Foram detectados anticorpos
especificos para HBsAg {(anti-HBs) no plasma do murganho e

guantificados por ensaio ELISA de diluicdo de ponto final (em
triplicata) para os animais individuais descritos anteriormente
(Davis et al., 1998). Em resumo, placas de 96 pocos de poliestirenc

(Corning) revestidas de um dia para o outro (TA) com plasma

LLr

derivado de particulas de HBsRg (conforme utilizado para a
imunizacdo) (100 F1 de 1 Fg/mL em carbonatc de sédio-tampdo

-

bicarbonato 0,03 M, pH 2,6} foram incubados com o plasma durante 1
hora a 37 E C. Os anticorpos capturados foram, entdo, detectados
com  IgG, IgGl ou IgG2a anti-mouse de cabra conjugados com
peroxidase de rébano silvestre (HRP) (1:4000 em PBS-Tween, PRS a
10%: 100 Fl/pogo; Southern Biotechnology 1Inc., Birmingham, AL),

7

seguido pela adicio de solucadoc de dicloridrato de o-fenilenodiamina
PD, Sigma), 100 Fl/poco durante 30 minutos & TA no escurc. A

~

eaccdo foi interrompida pela adicgdo de H;50, 4 N, 50 Fl/poco.

As titulacGes da diluicdo de pento final foram definidas como

e um valor de

[

a diluicdc no plasma mais alta que resultou
absorvadncia (OD 450) duas vezes maior do gue a do plasma ndo imune

com um valor de corte de (,05. As titulacdes anti-HBs de murganhos

sensivel (titulagbes de pontce final >1i0 foram expressas como a

média SEM de wvalores de animais individuails, gue eram, eles mesmos,

a média de ensaios em triplicata.
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Resposta humoral mucosal: Isto foi realizado nos
sobrenadantes fecais ou lavagens de pulmdo recuperadas como para o
plasme (acima] excepto que as amostras foram incubadas em placas
revestidas durante duas horas a 37°C e os anticorpos capturados

foram detectados com IgA anti-mouse de cabra conjugade com HRP

5
o
o
&)

em PBS-Tween, PRS a 10%: 100 Fl/poco; Southern
Biotechnology Inc.). Os sedimentos fecals ou as solucdes de lavagemn
de pulmdo ndo imunes foram utilizadas para determinar os valores de
controlo negativo. Para as solugdes de lavagens de pulmdo foram
registadas titulagdes de diluicdo de ponto final {conforme descrito
acima), ao passoc gue para as solugdes de sedimentos fecals, os
valores de absorvancia (0D 450) superiores aocs da solucdo de
sedimentos fecais ndc imunes foram calculados e expressos como a
medla SEM dos valores OD 450 individuais, que eram, eles proprios,

a média de ensaios em triplicata.

Avaliacdo das respostas CTL: foram removidos os bacos dos
murganhos 4 semanas apds a lmunizacdo de preparacdo ou reforco. Foil
reaiizado ensalo in vitro da actividade citolitica especifica para
HBsAg, conforme descrito anteriormente (Davis et al., 1998). Em

resumc, foram preparadas suspensdes de células U

¢
i
H
O
U}
0
@
w
=
1%
T
D
=}
]
QL
0

em meio de cultura de tecido (RPMI 1640, FBS a 10%, Life
Technologies, Grand Island, NY, suplementado com solucdo de
penicilina-estreptomicinag, 1000 U/mL, 1 mg das concent

finais, respectivamente, Sigma). Os esplendcitos (3 x 107) f
co-cultivados durante 5 dias (37EC, C02 a 5%) com 1,5 x 10° célula
estimuladoras da expressido de HBsAg singenésico (P815~pres,

generosamente fornecide por F. V. Chisari, Scripps Institute, La

Jolla, CAj} que tinham sido anteriormente desactivados por
irradiacdo (20000 rad). Células efectoras foram colhidas, lavadas,
diluidas serialmente e cultivadas com 5 x 10° de células alvo
(PB15S) gue expressam HBsAg marcadas com *'cr em placas de cultura
de 96 opocos de fundo redondo (37EC, CO2 a 5%, 4 horas). O
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sobrenadante (100 Fl) foi removido para contagem da radiacéo
v libertacdoc esponténea foi determinada incubando as
1

s alvo sem células efectoras a libertacédo total pe

Q

()

l,.,..l

(]

o W
tj

e
1 de HClL 2 N para as células alvo. A percentagem da lise

1lada Como

th
O
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Q
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l e

experimental - libertacao

esponténea) / (libertacgcdo total =~

t,_,-l
*,l
o
0]
=
t
]
(SRS
e

o

ibertacdo espontanea)] x 100. A
percentagem especifica de lise fol calculada como % de lise com
PE15S - % de lise com células P815. A actividade da CTL para

murganhos sensiveis [% da lise especifica > 10 em efectora:alvo

wn

(E:T) de 25:1] foram expressas como a média EM dos wvalores de

animais individuais, que eram, eles proéprios, a média de ensalos em

=

triplicata.
5. Analise estatistica

Os dados foram analisados utilizando o programa GraphPAD
InStat (Graph PAD Scfware, San Diego). O significado estatistico da
diferenca entre dois grupos foi determinado a partir da média e
desviocs padrdo pelo ensaio-t de duas vias de Student e entre trés
ou mais grupos por andlise de 1 factor de variéncia (ANOVA) seguido

pelc ensaio de Tukey para teste de comparacdc mialtipla. As

diferencas ndo foram consideradas significativas com p>0,05.

Exemplo 2. Respostas humorais sistémicas apdés a imunizagao

mucosal

Murganhos BALB/c imunizados numa uUnica ocasido por inalacgdo

IN de HBsAg sem adjuvante ndo tiveram anticorpos IgG anti-HBs
detectdveis no seu plasma com 1 pg de HBsAg e apenas titulagdes
extremamente baixas (<20) em alguns murganhos com 10 upg de
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Em contraste, as titulacdes de IgG anti-HBs foram

consideravelmente superiores gquando o HBsAg foi administrado em

combinacdo seja com oligonucledtido CpG, seja com CT como adjuvante
(Figura 1). Com uma baixa dose de adjuvante (1 pg) e uma dose baixa
ou alta de antigénio (1 ou 10 pg de HBsAg) verificou-se que o CpG

oligonucledtido é eguivalente a CT para a inducdo de IgG anti-HBs

froed
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no plasma (p = 0,73 com 1 ug de H3sAg e 0,13 com
oligonucledtido CpG e a CT também eram eqguivalentes com uma alta
n

dose de adjuvante (10 pg) e alta dose de antigénio (10 ung de HBsAg)

(p = 0,08), no entanto, com uma dose maior de antigénio, a dose
maior de CT foi superior para o oligonucledtido CpG (p = 0,01)
(Figura 1l). Estes resultados indicam que o oligonucledtido CpG é

essencialmente 1gual a CT para a intensificacdo das respostas

imunoldgicas sistémicas com a administracdc mucosal (IN) de um

antigénio proteina.

Uma balixa dose combinada de oligonucledtidc CpG e CT {1 ng

de cada) produziu uma resposta humoral sistémica melhor do gque 10
ug de oligonucledtido CpG isclado (p = 0,01) e era igual aguela com
ng de CT isolada (p = 0,22), guando adicionada a uma dose de 1

ng de HBsAg. Além disso, com uma dose 10 pg de HBsAg, os adjuvantes
binados (1 pg de cada) induziram as titulacdes de IgG anti-HBs
tao altas quanto aquelas com 10 pg de cada adjuvante isolado (CT, p
= 0,27; oligorucledtido CpG, p = 0,09 {Figura 1}. Estas
descobertas indicam que o oligonucledtido CpG pode actuar de forma
sinérgica com & CT gquando administrado a tecido mucosal para
induzir fortes respostas humorais sistémicas e, deste modo,

permitir gue seja acministrada uma dose mais baixa de adjuvante.

As titulacbes de anticorpos foram também aumentadas em cerca

de 10 verzes pela administracdo de uma dose de reforco as 8 semanas.

As titulacbes pos-reforco de IgG no plasma eram eguivalentes para
CT e oligonucledtidce CpCG utilizados iscladamente, e eram 5-10 vezes



m
i

s altas do gue com ambos os adjuvantes juntos (Figura 2). Estes

[5

o))

resultados indicam gque o efeito do adjuvante de oligonucledtido CpG

isolade ou em combinacdc com CT pode ser intensificado pelo

o
h

reforco.

A avaliacdo do plasma para 1isotipos de anticorpos IgG depcis
de uma Unica lmunizacdo mucosal demonstrou predominantemente
anticorpos IgGl (semelhantes a Tnh2) com CT e anticorpos IgGl/IgG2a
misturados (ThO) com o oligonucledtido CpG isclado ou em combinacdo
com CT. A proporcdo de isotipos de anticorpos IgGZa era de cerca de
10 vezes maior com CpG CDN do que CT, indicando wuma maior

influéncia de Thl de CpG ODN em comparacdc com CT. Além disso, a

D

combinacdo de CpG ODN e CT produziu uma proporcdo 50 vezes maior de
IgG2a:IgGl do gque a CT isolada (Figura 3). A seguir ao reforco, os
anti-HBs ainda era predominantemente IgGl com CT e misturados com

oligonucledétido CpG, embora neste Ultimo caso, a prcporcdo de IgG2a

0]

ra agora mals elevada. Surpreendentemente, o anti-HBs no plasma
depois do reforgo com o oligonucledtido CpG e CT era agora
predominantemente IgG2a (semelhante a Th-1) (Figura 3). Estas
descobertas indicam que o oligonucledtido CpG como um adjuvante
mucosal estimula uma resposta semelhante a Thl, mesmo na presenca

de um forte adjuvante semelhante a Th2 como a CT.

Foram encontrados resultados semelhantes guando utilizou-se
LT em lugar da CT (Figura 7, Tabelas 2 e 3). A CT e a LT, gue tém
relacdo proxima com consideravel homclogia estrutural e funcional
sao ambas excessivamente téxicas para utilizacdo em seres humanos.
No entanto, hé& varias derivacbes de CT e LT gue retém alguma

actividade adjuvante, e no entanto, sdo muito menos tdOxicas. Un

@
b

xemplo & a subunidade B da C (CTB) gue €& ndo toéoxica, uma vez que
a LToxicidade esté associada & subunidade A. Outro exemplo € a
LTK®3, um mutante geneticamente destoxificad

d
enzimatica ndc toéxlica. Embora estes adjuvantes sejam utilizedes em
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ensalos clinicos humanos, nenhum era tdo forte quanto o CpG ODN
para a indugdo da imunidade sistémica (IgG no soro) guando cada uma

J 1

foi utilizada a 1 upg (Figura 7). Houve também um efeito sinérgico

[l

quando ¢ CpG ODN e a CTB ou LTJ63 foram utilizados em conjunto, no
s

to foi mais evidente para o Thl-bias do que para a forca

da resposta do anticorpo (Figura 7 e Tabela 2).
Exemplo 3: Respostas CTL sistémicas apds a imunizacio mucosal

Apenas baixos nlveis de CTL foram induzidos com HBsAg
isolado, no entanto a adicdo seja do oligonucledtido CpG seja da CT
aumentou, de forma significativa, a actividade da CTL especifica
para HBsAg. As respostas CTL foram eguivalentes para CT e
oligonucleodtido CpG, independentemente da dose. No entanto, a

o
combinacdo de CT e oligonucledtido CpG (1 ug de cada) aumentou as

respostas CTL em aproximadamente duas vezes (Figura 4).

Exemplo 4: Respostas humorais mucosais apds a imunizacdo

mucosal

Ndo foram detectados anticorpos S-IgA anti-HBs nas lavagens
de pulmdo dos murganhos imunizados com 1 ou 10 pg de HBsSAG isolado.
Do mesmo modo ndo foram detectados IgA anti-HBs com a dose baixa de
antigénio combinado com uma dose baixa (1 ung) de oligonucledtido
CpG ou CT ou com uma dose alta de oligonucledtido CpG; apenas
titulacdes baixas foram detectadas com a dose baixa do antigénio e

an
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dose alta de CT (Figura 5). No entanto, gquando baixas d

do oligonucledtido CpG como da CT (1

s
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em conjunto com a dose baixa do antigéni uderam ser detectado

QO

O,
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(

niveis significativos de S-IgA especifico para HBsAg nas lavagens

de pulmdo (Figura 5).
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Com uma dose de antigénio mais alta (10 pg), o S-Igh fo
detectado nas lavagens de pulmd&o de murganhos administr
com a dose baixa como a dose alta de CT e/ou oligonucledtido CpG.
As titulacdes de IgA foram significativamente mais altas com 1 u

dos dois adjuvantes juntos do que com 10 ug de CT ou

ebtido CpG isolados {
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respectivamente) (Figura 5). As titulacdes de IgA aumentaram
aproximadamente dez vezes depois do reforco com  ambos oS
adjuvantes. Deste modo, o oligonucledétido CpG pode induzir a
imunidade mucosal local especifica contra o antigénio administrado
por via intranasal. Além disso, de forma semelhante ao verificado

para a resposta sistémica (acima), o oligonucledtido CpG actua de

uma maneira sinérgica com a CT para a inducdoc da imunidade mucosal.

Dete

(')

tou-se IgA também nos sedimentos fecais dos murganhos
imunizados com HBsAg e 10 ng de oligonucledtido CpG. Em contraste,
apenas niveis muitc baixocs foram detectados nos murganhos
imunizados com HBsAg em combinag¢do com CT (1 ou 10 ng), (Figura 6).
Destes modo, o oligonucledtido CpG pode induzir a imunidade mucosal

em sitios mucosais distantes.

Exemplo 5: Resposta Imunoldgica Mucosal e Sistémica a outros

Adjuvantes Mucosais
Respostas imunoldgicas sistémicas

A administracdo IN de HBsAg (1 pg) sem adjuvante nao induziu
anticorpos IgG anti-HBs detectaveis no plasma de gualsguer
murganhos (0/15). Em contraste, as titulacdes elevadas de IgG anti-
HBs foram induzidas em todos os murganhos guando o HBsAg foi
administrado em compbinacdo com CpG, CT ou LT como adjuvante (Figura
7, Tabela 2). A uma baixa dose (1 ug) LT, CT e CpG produzem

o}

titulagdes eguivalentes de IgG anti-HBs (p = 0,22). A uma d
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(10 pg) LT e CT produzem titulacdes mais altas do que CpG, noc
5/10 murganhos gue receberam esta dose de LT morreram em 10

o
dias. Ndo foi detectadc IgG anti-HBs detectdvel com uma dose baixa

oy,

(1 pg) de CTB ou LTK63, no entanto, uma dose alta (10 nug) de CT
produziu baixo IgG anti-HBs nas titulacdes por ELISA de ponto final
e uma dose alta (10 pg) de LTK produziu niveis tdc bons de IgG

/T

(Figura 7,

S

anti-HBs quanto uma dose alta (10 upg) de CpG (P = 0,97

Quando utilizados juntos, o CpG e tanto a LT como a CT (1 1ug
cada), parecem ter um efeito sinérgico, uma vez que as titulacdes
anti-HBs foram de 5 a 10 vezes mais altas do que com qualguer um dos
trés adjuvantes isolados (Figura 7). De facto, o CpG mais a LT (1 ug
de cada) produziram uma resposta melhor do que 10 pg de CpG ou LT
isolados (p = 0,007, 0,015 respectivamente) e a resposta com CpG

mais CT (1 pg de cada) fol icgual aquela com 10 pug de CT isolada (p =

0,65). Em contraste, ndo houve efeito sinérgico com LYK63 mais CpG
(1 pg de cada) para titulacdes de IgG anti-HBs, que foram
equivalentes aquelas com 1 ug de CpG isclado (p = 0,40).

Surpreendentemente, a CTB mais o CpG (1 upg de cada) produziram
u

titulacdes mals baixas de anti-HBs do que 1 pg de CpG isolado (p =
G,0079 (Figura 7). Os efeitos dos adjuvantes com CpG ODN foram

devidos ao motivo CpG, em vez de um efeito ndo especifico do
esqueleto ODN, uma vez gue os murganhos imunizados com 1 pg de HBsA
mais 10 pg de ODN ndo CpG ndo tiveram titulacdes (7/10) de anticorpo

IgG anti-HBs ou tiveram titulacgdes muito baixas (3/10) (dades ndo

Os anticorpos eram predominantemente IgGl (semelhante a Th2)
com CT, CTB e LT e IgGl/IgGZ2a (Thl/Th2) misturados com LTK63. A uma
dose baixa (1 ug) as respostas com CpG foram IgGl/IgG2a (Thl/Th2)

misturados, mas a uma dose mails alta (10 pg) forma mais Thl (IgGZa

Gl). As respostas foram Thl/Th2 misturados com CT/CpG ou
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CI'B/CpG e mais Thl com LT/CpG. .A uma dose baixa (1 ug) as respostas
de LTK63/CpG foram Thl1/Th2, mas a uma dose mais alta (10 ug de
cada) foram mais Thl (Tabela 3). Deste modo, a co-administracdo de

ceslocaram as respostas na direccao d

@
6]

com outros adjuvant

D

D
5

-

uma resposta mais semelhante a Thl, conforme indicado por uma maior

Respostas imunoldgicas mucosais

Quando os adjuvantes foram utilizados isoladamente, apenas os

murganhos que recebe

I

=

am LT ou LTK63 tiveram IcA detectdvel nas

lavagens de pulmdo, no entanto, guand

o}

o CpG ODN foi também
incluido com a CT ou LT um numerc malor de animais respondeu ou as
titulacdes foram mais altas do gue com doses comparavelis isoladas,
sugerindo um efeito sinérgico. O CpG isolado ndo induziu o IgA. Nem

a2 CTB isolada ou combinada com CpG (Tabela 3).

Apenas poucos adijuvantes por si mesmos (LT e CpG) induziram
IgA nas fezes e apenas em alguns animails. Nio foi detectado Igh
significativo com CT, CTB, LTK63 ou ODN n&o CpG. O CpG e a LT em
conijunto, resultaram em IgA nas fezes de uma proporcdc maior de
animais do que qgualguer adjuvante 1isolado sugerindo uma efeito
aditivo e sinérgico. Nenhum destes efeitos ficou evidente com outras

combinacdes (Tabela 3).
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Tabela 2: Efeito do adjuvante sobre isotipos de anticorpo
especifico para HBsAg

Adjuvante Dose (ug) Resposta Anti-HBs

IgG2a” IgG1l* IgG2a:IgGl®

Nenhum - 0 0 Nad
CT 1 36 1632 0,02
CT 10 406 3849 0,1
CTB 1 0 0 NA
CTB 10 6 59 0,1
LT 1 226 6457 0,04
LT 10 895 2024 0,44
LTK63 1 0 NA
LTKE3 10 231 455 0,52
CpG ODN 1 146 403 0,4
CpG ODN 10 529 41 13,4
ODN de controlo 1 0 8] NA
ODN de controlo 10 0 0 NA
CT + CpG CDN 1 cada 3376 2374 1,4
CTp + CpG ODN 1 cada 0 0 NA
LT + CpG CDN 1 cada 6268 1438 4,4
LKT63 + CpG ODN 1 cada 185 272 0,7
cT + ODN de 1 cada 402 5087 0,08
controlo
CT + CpG ODN 10 cada = = =
CTB + CpG ODN 10 cada 227 208 1,1
LT + CpG ODN 10 cada = = =
LTK63 + CpG ODN 10 cada 3170 413 7,7
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Tabela 3: Efeito de adjuvante sobre respostas IgA especificas para

HBsAg

Resposta anti-HBs

Adijuvante® Dose Pulméo Fecal
(ng)

IgA No. de No. de
respon- respon-
dedores dedores

Nenhum - 0 0 0 0
CT 1 0 0 0 0
cT 10 0 0 0
CTB 1 0 0 0
CTB 10 U 0 0 0]
LT 1 160 + 68 5 100.200 2
LT 10 17 £ 5 3/3 (2 200 £ 50 3/3 (2
mortos) mortos)
1 0 0 0 0
10 26 + 6 4 0 0
1 0 0 100 1
10 0 0 0
1 0 0 O 0
10 0 0 0
CT + CpG ODN 1 cada 17,49 2 120 1
CTB + CpG ODN 1 cada 0 0 0 0
LT + CpG ODN 1 cada 232 = 34 5 150 + 20 4
LXT63 + CpG ODN 1 cada 14 1 0 0
CcT + ODN de 1 cada 0 0 O 0
CT + CpG ODN 10 cada =*° = = =
CTB + CpG ODN 10 cada 17 1 0 0
LT + CpG ODN 10 cada = = = =
LTK63 + CpG ODN 10 cada 28 + 46 3/4 130 1/4
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Tabela 4: Sumarios dos efeitos de estratégias de dose de
preparacdo/reforgco diferentes em respostas imunoldgicas especificas

para HBsAg

IgA
Dose de Reforco L S F IgG ( CTL  TCP
preparagao
Nenhum X
Ag IM + altumen + X X X X
Ag IM + altmen + | CpG
CpG Ag IN X X X X X
Ag IN + CT X X X X X
Ag IN + CpG X X X X X
X X % X X X
Ag Ib X
Ag IN + CT Ag IM + alumen + X X X X
Ag IN + CpG CpG X X X
Ag IN + CT + CpG X X X X X X
Ag IN + CT + CpG |Ag IN + CT + CpG X X | X X X X
Ag IN + CT + CpG | Nenhum X X
Ag: 1 ng de HBsAg L: pulmdo, corte GMT = 10
CpG: 1 ug #1826, S: saliva, corte ODsp x 10° = 100
CT: 1 ug, F: fecal, corte ODs, x 10° = 100

CTL, corte 20% em E:T 100:1

TCP, corte 2500 cpm
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