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Relatorio Descritivo da Patente de Invengéo para "PROTE-
INAS SINTETICAS E USOS TERAPEUTICOS DAS MESMAS".
CAMPO DA INVENCAO

[0001] A presente invencgao refere-se a composicdes e meétodos

para o tratamento de doencas. Mais particularmente, a invencéao refe-
re-se a proteinas sintéticas e seu uso para o tratamento de cancer.
ANTECEDENTES DA INVENCAO

[0002] De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude, a neo-

plasia (por exemplo, cancer) € uma das principais causas de morte no
mundo e foi responsavel por 8,8 milhdes de mortes em 2015. A fre-
quéncia de cancer na populacdo humana global € significativa: repre-
sentando quase 1 em cada 6 mortes. Em 2015, as mortes por cancer
mais comuns ocorreram pelos seguintes tipos de cancer: cancer de
pulméo (cerca de 1,7 milhdo de mortes), cancer de figado (cerca de
800.000 mortes), cancer colorretal (cerca de 800.000 mortes), cancer
de estébmago (cerca de 800.000 mortes) e cancer de mama (cerca de
600.000 mortes).

[0003] O cancer é tipicamente tratado por qualquer um de uma
variedade de métodos, tal como, por exemplo, cirurgia, quimioterapia,
radioterapia, imunoterapia contra cancer e similares. Infelizmente, mui-
tos desses métodos tém efeitos colaterais toxicos / indesejaveis. Por
exemplo, quimioterapias padrao para cancer foram desenvolvidas com
base em sua capacidade de matar células que se dividem rapidamen-
te, e muitas tém propriedades toxicas que causam efeitos colaterais
indesejaveis, tal como, por exemplo, imunossupressao, nausea, queda
de cabelo e similares. Um objetivo central da pesquisa sobre o cancer
nas ultimas duas décadas tem sido identificar novas terapias com mai-
or eficacia e menos efeitos colaterais.

[0004] Uma dessas terapias é abrangida pela imunologia do can-

cer, que € o estudo das interagcbes entre o sistema imunoldgico e as
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células cancerosas, tal como tumores ou malignidades. O inicio de
uma resposta imune, tal como o reconhecimento de antigenos especi-
ficos para o cancer, que sao expressos por tumores humanos e nao
expressos em tecidos normais, € de particular interesse. Geralmente,
os métodos para controlar a divisdo e proliferacédo das células malig-
nas se concentraram no isolamento desses antigenos e na sua apre-
sentagdo para que sejam reconhecidos pelo sistema imunoldgico co-
mo nao autoantigenos para induzir uma resposta imune especifica
(por exemplo, vacinas contra o cancer). De modo desvantajoso, tais
vacinas contra o cancer exibem uma série de limitagdes significativas,
que surgem principalmente do método de fabricacdo e da potencial
falta de uniformidade, atividade e homologia do produto proteico. Por
exemplo, as vacinas contra o cancer geralmente compreendem uma
mistura de uma proteina carreadora recombinante e polipeptideos de
origem humana que s&o quimicamente conjugados usando glutaralde-
ido. Infelizmente, este reagente reativo tem a tendéncia indesejavel de
formar ligagdes cruzadas covalentes entre variedades de grupos qui-
micos, e geralmente leva a um produto altamente heterogéneo. Assim,
as vacinas resultantes podem compreender ndo apenas moléculas de
proteina carreadora com numeros variaveis do polipeptideo humano
alvo anexado (por exemplo, 0, 1, 2, 3, etc.), mas os polipeptideos hu-
manos podem ser ligados ao veiculo através de atomos diferentes e,
portanto, podem estar presente em diferentes posicdes e em diferen-
tes orientagdes. Além disso, tanto as moléculas alvo do polipeptideo
quanto da proteina carreadora podem ser conjugadas entre si, resul-
tando em varios homo-multimeros que podem nao ter eficacia clinica e
podem nao contribuir para uma resposta imune do paciente antican-
cer. Consequentemente, ha uma necessidade urgente de novas vaci-
nas contra o cancer que superem essas limitagdes significativas exis-

tentes no campo da imunoterapia contra o cancer.
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SUMARIO DA INVENCAO

[0005] A presente descricdo é direcionada a proteinas / moléculas

sintéticas e seus respectivos métodos de fabricagdo; a caracterizagao
das proteinas / moléculas sintéticas e métodos terapéuticos de utiliza-
cao das proteinas / moléculas sintéticas para tratar doencas crénicas,
tal como, por exemplo, cancer de pulmdo, mama, bexiga, prostata,
ovario, vulva, célon, colorretal, intestinal, pulmonar, cerebral esofagico,
outros tipos de cancer, e outras doencgas.

[0006] A presente descrigcdo fornece proteinas sintéticas que po-
dem ser usadas como modalidades terapéuticas para tratar doencas
tal como, por exemplo, cancer. Em uma modalidade ilustrativa, a pre-
sente descricdo fornece uma proteina / molécula sintética que inclui
um ou mais dominios proteicos de um fator de crescimento sintético,
uma ou mais regides ligantes, e um ou mais dominios imunogénicos.
[0007] Em um aspecto, a presente descricdo fornece uma proteina
sintética que inclui uma sequéncia de fator de crescimento sintético;
pelo menos um ligante, e uma sequéncia polipeptidica.

[0008] Em uma modalidade ilustrativa, a sequéncia polipeptidica
inclui uma sequéncia polipeptidica imunogénica. Em uma modalidade
ilustrativa, a sequéncia polipeptidica inclui uma proteina da toxina B da
célera (CT-B).

[0009] Em uma modalidade ilustrativa, pelo menos um ligante in-
clui um primeiro ligante que separa o fator de crescimento sintético da
sequéncia polipeptidica. Em uma modalidade ilustrativa, o primeiro li-
gante é selecionado a partir do grupo que consiste de SSG, GSSG,
SSGGG, SGG, GGSGG, GGGGS, SSGGGSGG, SSGGGGSGGG,
TSGGGSG, TSGGGGSGG, SSGGGSGGSSG, GGSGGTSGGGSG,
SGGTSGGGGSGG, GGSGGTSGGGGSGG, SSGGGGSGGGSSG,
SSGGGSGGSSGGG, e SSGGGGSGGGSSGGG. Em uma modalida-
de ilustrativa, o primeiro ligante € GGSGGTSGGGGGSG.
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[0010] Em uma modalidade ilustrativa, a sequéncia do fator de
crescimento sintético inclui uma sequéncia do fator de crescimento
epidérmico sintético (sEGF). Em uma modalidade ilustrativa, a se-
quéncia do fator de crescimento sintético inclui pelo menos um domi-
nio da via de sinalizagao direcionada sintética (sTSP) de um dominio
TSP (hEGF) do fator de crescimento epidérmico humano (hEGF) no
qual pelo menos um sTSP difere do hTSP em 6, 7, 8, 9, 10 ou mais
aminoacidos. Em uma modalidade ilustrativa, a sequéncia do fator de
crescimento sintético inclui um primeiro dominio TSP e um segundo
dominio TSP.

[0011] Em uma modalidade ilustrativa, pelo menos um ligante in-
clui um segundo ligante que separa o primeiro dominio TSP e o se-
gundo dominio TSP. Em uma modalidade ilustrativa, o segundo ligante
€ selecionado a partir do grupo que consiste de SSG, GSSG, SSGGG,
SGG, GGSGG, GGGGS, SSGGGSGG, SSGGGGSGGG, TSGGGSG,
TSGGGGSGG, SSGGGSGGSSG, GGSGGTSGGGSG, SGGTSGGGG
SGG, GGSGGTSGGGGSGG, SSGGGGSGGGSSG, SSGGGSGGSSG
GG, e SSGGGGSGGGSSGGG. Em uma modalidade ilustrativa, o se-
gundo ligante € GSSG. Em uma modalidade ilustrativa, a proteina sin-
tética tem a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2. Em uma
modalidade ilustrativa, a proteina sintética é codificada pela sequéncia
de acido nucleico da SEQ ID NO: 1.

[0012] Em uma modalidade ilustrativa, uma por¢ao do fator de
crescimento sintético inclui um dominio completo ou neutralizante de
pelo menos dois fatores de crescimento diferentes presentes na dita
proteina sintética.

[0013] Em um aspecto, a presente descricdo fornece uma compo-
sicdo imunogénica, compreendendo uma proteina sintética que inclui
uma sequéncia de fator de crescimento sintético, pelo menos um ligan-

te, e uma sequéncia de polipeptideo.
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[0014] Em uma modalidade ilustrativa, a sequéncia polipeptidica
inclui uma sequéncia polipeptidica imunogénica. Em uma modalidade
ilustrativa, a sequéncia polipeptidica inclui uma proteina da toxina B da
colera (CT-B).

[0015] Em uma modalidade ilustrativa, pelo menos um ligante in-
clui um primeiro ligante que separa o fator de crescimento sintético da
sequéncia polipeptidica. Em uma modalidade ilustrativa, o primeiro li-
gante é selecionado a partir do grupo que consiste de SSG, GSSG,
SSGGG, SGG, GGSGG, GGGGS, SSGGGSGG, SSGGGGSGGG, TS
GGGSG, TSGGGGSGG, SSGGGSGGSSG, GGSGGTSGGGSG, SG
GTSGGGGSGG, GGSGGTSGGGGSGG, SSGGGGSGGGSSG, SSG
GGSGGSSGGEG, e SSGGGGSGGGSSGGG. Em uma modalidade
ilustrativa, o primeiro ligante € GGSGGTSGGGGGSG.

[0016] Em uma modalidade ilustrativa, a sequéncia do fator de
crescimento sintético inclui uma sequéncia do fator de crescimento
epidérmico sintético (sEGF). Em uma modalidade ilustrativa, a se-
quéncia do fator de crescimento sintético inclui pelo menos um domi-
nio da via de sinalizagao direcionada sintética (sTSP) de um dominio
TSP (hEGF) do fator de crescimento epidérmico humano (hEGF) no
qual pelo menos um sTSP difere do hTSP em 6, 7, 8, 9, 10 ou mais
aminoacidos. Em uma modalidade ilustrativa, a sequéncia do fator de
crescimento sintético inclui um primeiro dominio TSP e um segundo
dominio TSP.

[0017] Em uma modalidade ilustrativa, pelo menos um ligante in-
clui um segundo ligante que separa o primeiro dominio TSP e o se-
gundo dominio TSP. Em uma modalidade ilustrativa, o segundo ligante
€ selecionado a partir do grupo que consiste de SSG, GSSG, SSGGG,
SGG, GGSGG, GGGGS, SSGGGSGG, SSGGGGSGGG, TSGGGSG,
TSGGGGSGG, SSGGGSGGSSG, GGSGGTSGGGSG, SGGTSGGG
GSGG, GGSGGTSGGGGSGG, SSGGGGSGGGSSG, SSGGGSGG
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SSGGG, e SSGGGGSGGGSSGGG. Em uma modalidade ilustrativa, o
segundo ligante é GSSG. Em uma modalidade ilustrativa, a proteina
sintética tem a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2.

[0018] Em uma modalidade ilustrativa, a proteina sintética é codifi-
cada pela sequéncia de acido nucleico da SEQ ID NO: 1.

[0019] Em uma modalidade ilustrativa, uma porcdo do fator de
crescimento sintético inclui um dominio completo ou neutralizante de
pelo menos dois fatores de crescimento diferentes presentes na dita
proteina sintética. Em uma modalidade ilustrativa, a composicdo com-
preende ainda um adjuvante.

[0020] Em um aspecto, a presente descricdo fornece um método
para tratar um paciente que inclui as etapas de administrar ao paciente
uma composi¢cdo imunogénica que inclui uma proteina sintética com
uma sequéncia de fator de crescimento sintético, pelo menos um ligan-
te, e uma sequéncia polipeptidica no mesmo dia ou em dias ou hora-
rios alternados durante um periodo de vacinagao.

Definicdes

[0021] Por "molécula de acido nucleico BVN22E" entende-se um
polinucleotideo que codifica um polipeptideo BVN22E. Uma molécula
de acido nucleico BVN22E exemplificativa é reproduzida abaixo (SEQ
ID NO: 1):

>BVN22E
AATACCGAAAACGATTGCCCTCTGTCTCATGAAGCGTATTGTCTGCACGACGGCGTGTGT
ATGTACATTGAAGCCCTGGACAAATATGCATGTAACTGTGTCGTGGGCTACGTGGGGGAG
CGATGTCAGTTTCGAGACCTGCGTTGGTGGGATGCGCGCGGCTCGAGCGGTAATACCGAA
AACGATTGCCCTCTGTCTCATGAAGCGTATTGTCTGCACGACGGCGTGTGTATGTACATT
GAAGCCCTGGACAAATATGCATGTAACTGTGTCGTGGGCTACGTGGGGGAGCGATGTCAG
TTTCGAGACCTGCGTTGGTGGGATGCGCGCGGCGGGTCTGGAGGTACTAGTGGCGGCGGT
GGAGGGTCGGGTACCCCGCAGAACATCACCGACCTGTGCGCCGAGTACCACAACACCCAG
ATCCACACCCTGAACGACAAGATCTTCTCGTACACCGAGAGCCTGGCCGATAAGCGTGAA

ATGGCCATCATCACCTTCAAGAACGGTGCGACCTTCCAGGTGGAGGTCCCGGGTAGCCAG
CACATCGATTCACAGAAGAAGGCCATCGAGCGTATGAAGGACACCCTGCGTATCGCCTAC
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CTGACCGAAGCCAAGGTGGAAAAGCTGTGCGTCTGGAACAACAAGACGCCGCACGCCATC
GCCGCCATCAGCATGGCCAAT

[0022] Por "polipeptideo BVN22E" entende-se um polipeptideo ou
seu fragmento tendo pelo menos cerca de 85%, 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% de identidade de aminoacidos
(excluindo as seguintes alteragdes de aminoacidos: T2S, E3D, N4S,
D5E, E11D, A12G, V38I, F44Y, R48K, D51E e A52L) com a sequéncia

de aminodacidos abaixo (SEQ ID NO: 2):

>BVN22E
NTENDCPLSHEAYCLHDGVCMYIEALDKYACNCVVGYVGERCQFRDLRWWDARGSSGNTE
NDCPLSHEAYCLHDGVCMYIEALDKYACNCVVGYVGERCQFRDLRWWDARGGSGGTSGGG
GGSGTPONITDLCAEYHNTQITHTLNDKIFSYTESLADKREMATITFKNGATFQVEVPGSQ
HIDSQKKATIERMKDTLRIAYLTEAKVEKLCVWNNKTPHATAATISMAN

[0023] Por "molécula de acido nucleico do receptor do fator de
crescimento epidérmico (EGFR)" entende-se um polinucleotideo que
codifica um polipeptideo de EGFR. Uma molécula de acido nucleico
EGFR exemplificativa ¢€é fornecida no No.de Acesso NCBI

NM_005228.4 e reproduzida abaixo (SEQ ID NO: 3):

>NM 005228.4
gtccgggcagecccccggecgcagecgcggecgcagcagecteccgececeeccgecacggtgtgag
cgcccgacgcggccgaggcggceccggagtecccgagectagecccggecggecgeccgecgecca
gaccggacgacaggccacctcgtcggegtccgeccgagteccececgectecgecgceccaacgcec
acaaccaccgcgcacggccccectgactceegtceccagtattgatcgggagageccggagcecgag
ctcttcggggagcagcgatgcgaccctccgggacggeccggggcagegetectggegetge
tggctgcgctctgceccggecgagtcgggctctggaggaaaagaaagtttgccaaggcacga
gtaacaagctcacgcagttgggcacttttgaagatcattttctcagcctccagaggatgt
tcaataactgtgaggtggtccttgggaatttggaaattacctatgtgcagaggaattatg
atctttccttcttaaagaccatccaggaggtggctggttatgtcctcattgeccctcaaca
cagtggagcgaattcctttggaaaacctgcagatcatcagaggaaatatgtactacgaaa
attcctatgccttagcagtcttatctaactatgatgcaaataaaaccggactgaaggagc
tgcccatgagaaatttacaggaaatcctgcatggcgccgtgcggttcagcaacaaccctyg
ccctgtgcaacgtggagagcatccagtggcgggacatagtcagcagtgactttctcagea
acatgtcgatggacttccagaaccacctgggcagctgccaaaagtgtgatccaagetgtce
ccaatgggagctgctggggtgcaggagaggagaactgccagaaactgaccaaaatcatct

Peticéo 870200007905, de 17/01/2020, pag. 79/135



8/55

gtgcccagcagtgctccgggegctgceccgtggcaagtecccccagtgactgectgceccacaacc
agtgtgctgcaggctgcacaggcccccgggagagcgactgectggtectgecgcaaattcece
gagacgaagccacgtgcaaggacacctgccccccactcatgectctacaaccccaccacgt
accagatggatgtgaaccccgagggcaaatacagcectttggtgccacctgecgtgaagaagt
gtccccecgtaattatgtggtgacagatcacggctcecgtgecgtceccgagectgtggggeccgaca
gctatgagatggaggaagacggcgtccgcaagtgtaagaagtgcgaagggccttgcecgceca
aagtgtgtaacggaataggtattggtgaatttaaagactcactctccataaatgctacga
atattaaacacttcaaaaactgcacctccatcagtggcgatctccacatcctgccggtgg
catttaggggtgactccttcacacatactcctcectctggatccacaggaactggatattce
tgaaaaccgtaaaggaaatcacagggtttttgctgattcaggcttggcctgaaaacagga
cggacctccatgcctttgagaacctagaaatcatacgcggcaggaccaagcaacatggtce
agttttctcttgcagtcgtcagecctgaacataacatccttgggattacgctcecctcaagg
agataagtgatggagatgtgataatttcaggaaacaaaaatttgtgctatgcaaatacaa
taaactggaaaaaactgtttgggacctccggtcagaaaaccaaaattataagcaacagag
gtgaaaacagctgcaaggccacaggccaggtctgccatgcecttgtgctceccceccgagggcet
gctggggcccggagcccagggactgecgtcectettgecggaatgtcageccgaggcagggaat
gcgtggacaagtgcaaccttctggagggtgagccaagggagtttgtggagaactctgagt
gcatacagtgccacccagagtgcctgcecctcaggccatgaacatcacctgcacaggacggg
gaccagacaactgtatccagtgtgcccactacattgacggcccccactgecgtcaagacct
gcccggcaggagtcatgggagaaaacaacaccctggtctggaagtacgcagacgeccggec
atgtgtgccacctgtgccatccaaactgcacctacggatgcactgggccaggtcttgaag
gctgtccaacgaatgggcctaagatcccgtceccatcgeccactgggatggtgggggecctec
tcttgctgctggtggtggccctggggatcggectecttcatgecgaaggecgeccacategtte
ggaagcgcacgctgcggaggctgctgcaggagagggagcttgtggagectcttacaccca
gtggagaagctcccaaccaagctctcttgaggatcttgaaggaaactgaattcaaaaaga
tcaaagtgctgggctccggtgegttcecggcacggtgtataagggactctggatcccagaag
gtgagaaagttaaaattcccgtcgctatcaaggaattaagagaagcaacatctccgaaag
ccaacaaggaaatcctcgatgaagcctacgtgatggccagcgtggacaacccccacgtgt
gccgcctgctgggcatctgcecctcacctceccaccgtgcagetcatcacgcagetcatgeect
tcggctgcctcecctggactatgtccgggaacacaaagacaatattggectcecccagtacctge
tcaactggtgtgtgcagatcgcaaagggcatgaactacttggaggaccgtcgecttggtge
accgcgacctggcagccaggaacgtactggtgaaaacaccgcagcatgtcaagatcacag
attttgggctggccaaactgctgggtgcggaagagaaagaataccatgcagaaggaggca
aagtgcctatcaagtggatggcattggaatcaattttacacagaatctatacccaccaga
gtgatgtctggagctacggggtgactgtttgggagttgatgacctttggatccaageccat
atgacggaatccctgccagcgagatctcecctceccatecctggagaaaggagaacgcectececcte

agccacccatatgtaccatcgatgtctacatgatcatggtcaagtgctggatgatagacg
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cagatagtcgcccaaagttccgtgagttgatcatcgaattctccaaaatggcccgagacc
cccagcgctaccttgtcattcagggggatgaaagaatgcatttgccaagtcctacagact
ccaacttctaccgtgccecctgatggatgaagaagacatggacgacgtggtggatgccgacg
agtacctcatcccacagcagggcecttcttcagcagecccctceccacgtcacggacteccecectee
tgagctctctgagtgcaaccagcaacaattccaccgtggcttgcattgatagaaatgggce
tgcaaagctgtcccatcaaggaagacagcttcttgcagcgatacagctcagaccccacag
gcgccttgactgaggacagcatagacgacaccttcctcecccagtgectgaatacataaacce
agtccgttcccaaaaggcccgctggcectctgtgcagaatecctgtctatcacaatcagcectce
tgaaccccgcgeccagcagagacccacactaccaggacccecccacagcactgcagtgggea
accccgagtatctcaacactgtccagcecccacctgtgtcaacagcacattcgacagecctg
cccactgggcccagaaaggcagccaccaaattagecctggacaaccctgactaccagcagg
acttctttcccaaggaagccaagccaaatggcatctttaagggctccacagctgaaaatg
cagaatacctaagggtcgcgccacaaagcagtgaatttattggagcatgaccacggagga
tagtatgagccctaaaaatccagactctttcgatacccaggaccaagccacagcaggtcecce
tccatcccaacagccatgcccecgecattagetcttagacccacagactggttttgcaacgtt
tacaccgactagccaggaagtacttccacctcgggcacattttgggaagttgcattectt
tgtcttcaaactgtgaagcatttacagaaacgcatccagcaagaatattgtccctttgag
cagaaatttatctttcaaagaggtatatttgaaaaaaaaaaaaagtatatgtgaggattt
ttattgattggggatcttggagtttttcattgtcgctattgatttttacttcaatgggcet
cttccaacaaggaagaagcttgctggtagcacttgctaccctgagttcatccaggcccaa
ctgtgagcaaggagcacaagccacaagtcttccagaggatgcttgattccagtggttctg
cttcaaggcttccactgcaaaacactaaagatccaagaaggccttcatggeccccagcagg
ccggatcggtactgtatcaagtcatggcaggtacagtaggataagccactctgtcecttce
ctgggcaaagaagaaacggaggggatggaattcttccttagacttacttttgtaaaaatg
tccceccacggtacttactcecccactgatggaccagtggttteccagtcatgagegttagact
gacttgtttgtcttccattccattgttttgaaactcagtatgctgeccecctgtettgetgt
catgaaatcagcaagagaggatgacacatcaaataataactcggattccagcccacattg
gattcatcagcatttggaccaatagcccacagctgagaatgtggaatacctaaggatage
accgcttttgttctcgcaaaaacgtatctcctaatttgaggctcagatgaaatgcatcag
gtcctttggggcatagatcagaagactacaaaaatgaagctgctctgaaatctcctttag
ccatcaccccaaccccccaaaattagtttgtgttacttatggaagatagttttectecttt
tacttcacttcaaaagctttttactcaaagagtatatgttccctccaggtcagctgecccce
caaaccccctceccecttacgectttgtcacacaaaaagtgtctctgecttgagtcatctatteca
agcacttacagctctggccacaacagggcattttacaggtgcgaatgacagtagcattat
gagtagtgtggaattcaggtagtaaatatgaaactagggtttgaaattgataatgctttc
acaacatttgcagatgttttagaaggaaaaaagttccttcctaaaataatttctctacaa

ttggaagattggaagattcagctagttaggagcccaccttttttecctaatctgtgtgtge
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cctgtaacctgactggttaacagcagtcctttgtaaacagtgttttaaactctcctagtce
aatatccaccccatccaatttatcaaggaagaaatggttcagaaaatattttcagectac
agttatgttcagtcacacacacatacaaaatgttccttttgcttttaaagtaatttttga
ctcccagatcagtcagagcccecctacagcattgttaagaaagtatttgatttttgtctcaa
tgaaaataaaactatattcatttccactctattatgctctcaaatacccctaagcatcta
tactagcctggtatgggtatgaaagatacaaagataaataaaacatagtccctgattcta
agaaattcacaatttagcaaaggaaatggactcatagatgctaaccttaaaacaacgtga
caaatgccagacaggacccatcagccaggcactgtgagagcacagagcagggaggttggg
tcctgecctgaggagacctggaagggaggcctcacaggaggatgaccaggtctcagtcage
ggggaggtggaaagtgcaggtgcatcaggggcaccctgaccgaggaaacagctgccagag
gcctccactgctaaagtccacataaggctgaggtcagtcaccctaaacaacctgctcect
ctaagccaggggatgagcttggagcatcccacaagttccctaaaagttgcagecccecccagg
gggattttgagctatcatctctgcacatgcttagtgagaagactacacaacatttctaag
aatctgagattttatattgtcagttaaccactttcattattcattcacctcaggacatgc
agaaatatttcagtcagaactgggaaacagaaggacctacattctgctgtcacttatgtg
tcaagaagcagatgatcgatgaggcaggtcagttgtaagtgagtcacattgtagcattaa
attctagtatttttgtagtttgaaacagtaacttaataaaagagcaaaagctaaaaaaaa

aaaaaaaaa
[0024] Por "polipeptideo de receptor de fator de crescimento epi-
dérmico (EGFR)" entende-se um polipeptideo ou fragmento do mesmo
com pelo menos cerca de 85% de identidade de aminoacidos com o
No. de acesso NCBI NP_005219.2 e tendo atividade de ligagdo ao fa-
tor de crescimento epidérmico (EGF), conforme reproduzido abaixo

(SEQ ID NO: 4):

> NP_005219.2
MRPSGTAGAALLALLAALCPASRALEEKKVCQGTSNKLTQLGTFEDHFLSLORMENNCEV
VLGNLEITYVORNYDLSFLKTTIQEVAGYVLIALNTVERTI PLENLQT TRGNMYYENSYALA
VLSNYDANKTGLKELPMRNLQETILHGAVRFSNNPALCNVESIQWRDIVSSDFLSNMSMDF
QONHLGSCQKCDPSCPNGSCWGAGEENCOKLTKT ICAQQCSGRCRGKSPSDCCHNQCAAGC
TGPRESDCLVCRKFRDEATCKDTCPPLMLYNPTTYQMDVNPEGKY SFGATCVKKCPRNYV
VTDHGSCVRACGADSYEMEEDGVRKCKKCEGPCRKVCNGIGIGEFKDSLS INATNTKHFK
NCTSISGDLHILPVAFRGDSFTHTPPLDPQELDILKTVKEITGFLLIQAWPENRTDLHAF
ENLET TRGRTKQHGQFSLAVVSLNITSLGLRSLKETSDGDVI I SGNKNLCYANTINWKKL
FGTSGQKTKI I SNRGENSCKATGQVCHALCSPEGCWGPEPRDCVSCRNVSRGRECVDKCN
LLEGEPREFVENSECIQCHPECLPQAMNITCTGRGPDNCIQCAHYIDGPHCVKTCPAGVM
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GENNTLVWKYADAGHVCHLCHPNCTYGCTGPGLEGCPTNGPKIPSIATGMVGALLLLLVV
ALGIGLFMRRRHIVRKRTLRRLLOERELVEPLTPSGEAPNQALLRILKETEFKKIKVLGS
GAFGTVYKGLWIPEGEKVKIPVAIKELREATSPKANKEILDEAYVMASVDNPHVCRLLGI
CLTSTVQLITQLMPEFGCLLDYVREHKDNIGSQYLLNWCVQIAKGMNYLEDRRLVHRDLAA
RNVLVKTPQHVKITDFGLAKLLGAEEKEYHAEGGKVPIKWMALESILHRIYTHQSDVWSY
GVIVWELMTFGSKPYDGIPASEISSILEKGERLPQPPICTIDVYMIMVKCWMIDADSRPK
FRELIIEFSKMARDPQRYLVIQGDERMHLPSPTDSNFYRALMDEEDMDDVVDADEYLIPQ
QGEFFSSPSTSRTPLLSSLSATSNNSTVACIDRNGLOSCPIKEDSFLORYSSDPTGALTED
SIDDTFLPVPEYINQSVPKRPAGSVONPVYHNQPLNPAPSRDPHYQDPHSTAVGNPEYLN
TVQPTCVNSTEDSPAHWAQKGSHQISLDNPDYQODFEPKEAKPNGIFKGSTAENAEYLRV
APQSSEFIGA

[0025] Por "molécula de acido nucleico do Fator de Crescimento
Epidérmico (EGF)", entende-se um polinucleotideo que codifica um
polipeptideo de EGF. Uma molécula de acido nucleico de EGF exem-
plificativa € fornecida no No. de Acesso NCBI NM_001963.5 e repro-

duzida abaixo (SEQ ID NO: 5):

>NM 001963.5
aaaaagagaaactgttgggagaggaatcgtatctccatatttcttctttcagccccaatce
caagggttgtagctggaactttccatcagttcttecctttectttttectctctaagecttt
gccttgctctgtcacagtgaagtcagccagagcagggctgttaaactctgtgaaatttgt
cataagggtgtcaggtatttcttactggcttccaaagaaacatagataaagaaatctttc
ctgtggcttcccecttggcaggctgcattcagaaggtctctcagttgaagaaagagcttgga
ggacaacagcacaacaggagagtaaaagatgccccagggctgaggcctccgectcaggcag
ccgcatctggggtcaatcatactcaccttgeccecgggeccatgctccagcaaaatcaagcetyg
ttttcttttgaaagttcaaactcatcaagattatgctgctcactcttatcattctgttge
cagtagtttcaaaatttagttttgttagtctctcagcaccgcagcactggagctgtecctg
aaggtactctcgcaggaaatgggaattctacttgtgtgggtcctgcacccttecttaattt
tctcccatggaaatagtatctttaggattgacacagaaggaaccaattatgagcaattgg
tggtggatgctggtgtctcagtgatcatggattttcattataatgagaaaagaatctatt
gggtggatttagaaagacaacttttgcaaagagtttttctgaatgggtcaaggcaagaga
gagtatgtaatatagagaaaaatgtttctggaatggcaataaattggataaatgaagaag
ttatttggtcaaatcaacaggaaggaatcattacagtaacagatatgaaaggaaataatt
cccacattcttttaagtgctttaaaatatcctgcaaatgtagcagttgatccagtagaaa
ggtttatattttggtcttcagaggtggctggaagcctttatagagcagatctcgatggtg
tgggagtgaaggctctgttggagacatcagagaaaataacagctgtgtcattggatgtgce
ttgataagcggctgttttggattcagtacaacagagaaggaagcaattctcttatttget
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cctgtgattatgatggaggttctgtccacattagtaaacatccaacacagcataatttgt
ttgcaatgtccctttttggtgaccgtatcttctattcaacatggaaaatgaagacaattt
ggatagccaacaaacacactggaaaggacatggttagaattaacctccattcatcatttyg
taccacttggtgaactgaaagtagtgcatccacttgcacaacccaaggcagaagatgaca
cttgggagcctgagcagaaactttgcaaattgaggaaaggaaactgcagcagcactgtgt
gtgggcaagacctccagtcacacttgtgcatgtgtgcagagggatacgccctaagtcgag
accggaagtactgtgaagatgttaatgaatgtgctttttggaatcatggctgtactcttg
ggtgtaaaaacacccctggatcctattactgcacgtgceccctgtaggatttgttctgette
ctgatgggaaacgatgtcatcaacttgtttcctgtccacgcaatgtgtctgaatgcagcec
atgactgtgttctgacatcagaaggtcccttatgtttctgtecctgaaggctcagtgettyg
agagagatgggaaaacatgtagcggttgttcctcacccgataatggtggatgtagccage
tctgcgttcecctcecttageccagtatecctgggaatgtgattgetttectgggtatgacctac
aactggatgaaaaaagctgtgcagcttcaggaccacaaccatttttgctgtttgccaatt
ctcaagatattcgacacatgcattttgatggaacagactatggaactctgctcagccagce
agatgggaatggtttatgccctagatcatgaccctgtggaaaataagatatactttgecc
atacagccctgaagtggatagagagagctaatatggatggttcccagcgagaaaggctta
ttgaggaaggagtagatgtgccagaaggtcttgctgtggactggattggccgtagattct
attggacagacagagggaaatctctgattggaaggagtgatttaaatgggaaacgttcca
aaataatcactaaggagaacatctctcaaccacgaggaattgctgttcatccaatggcca
agagattattctggactgatacagggattaatccacgaattgaaagttcttccctccaag
gccttggccgtctggttatagccagctctgatctaatctggecccagtggaataacgattyg
acttcttaactgacaagttgtactggtgcgatgccaagcagtctgtgattgaaatggcca
atctggatggttcaaaacgccgaagacttacccagaatgatgtaggtcacccatttgcetg
tagcagtgtttgaggattatgtgtggttctcagattgggctatgccatcagtaatgagag
taaacaagaggactggcaaagatagagtacgtctccaaggcagcatgctgaagccctecat
cactggttgtggttcatccattggcaaaaccaggagcagatccctgcttatatcaaaacyg
gaggctgtgaacatatttgcaaaaagaggcttggaactgcttggtgttcgtgtcgtgaag
gttttatgaaagcctcagatgggaaaacgtgtctggctctggatggtcatcagctgttgg
caggtggtgaagttgatctaaagaaccaagtaacaccattggacatcttgtccaagacta
gagtgtcagaagataacattacagaatctcaacacatgctagtggctgaaatcatggtgt
cagatcaagatgactgtgctcctgtgggatgcagcatgtatgctcggtgtatttcagagg
gagaggatgccacatgtcagtgtttgaaaggatttgctggggatggaaaactatgttctg
atatagatgaatgtgagatgggtgtcccagtgtgcccccecctgectcecctceccaagtgecatca
acaccgaaggtggttatgtctgccggtgctcagaaggctaccaaggagatgggattcact
gtcttgatattgatgagtgccaactgggggagcacagctgtggagagaatgccagctgca
caaatacagagggaggctatacctgcatgtgtgctggacgcctgtctgaaccaggactga

tttgccctgactctactccacceccectcacctcagggaagatgaccaccactattceecgtaa
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gaaatagtgactctgaatgtcccctgtcccacgatgggtactgcecctccatgatggtgtgt
gcatgtatattgaagcattggacaagtatgcatgcaactgtgttgttggctacatcgggg
agcgatgtcagtaccgagacctgaagtggtgggaactgcgccacgctggccacgggcagce
agcagaaggtcatcgtggtggctgtctgcgtggtggtgcttgtcatgctgectcctectga
gcctgtggggggcccactactacaggactcagaagctgctatcgaaaaacccaaagaatce
cttatgaggagtcgagcagagatgtgaggagtcgcaggcctgctgacactgaggatggga
tgtcctcttgccecctcaaccttggtttgtggttataaaagaacaccaagacctcaagaatg
ggggtcaaccagtggctggtgaggatggccaggcagcagatgggtcaatgcaaccaactt
catggaggcaggagccccagttatgtggaatgggcacagagcaaggctgctggattccag
tatccagtgataagggctcctgtccccaggtaatggagcgaagctttcatatgeccecctect
atgggacacagacccttgaagggggtgtcgagaagccccattctcectectatcagctaacc
cattatggcaacaaagggccctggacccaccacaccaaatggagctgactcagtgaaaac
tggaattaaaaggaaagtcaagaagaatgaactatgtcgatgcacagtatcttttectttce
aaaagtagagcaaaactataggttttggttccacaatctctacgactaatcacctactca
atgcctggagacagatacgtagttgtgcttttgtttgctcttttaagcagtctcactgeca
gtcttatttccaagtaagagtactgggagaatcactaggtaacttattagaaacccaaat
tgggacaacagtgctttgtaaattgtgttgtcttcagcagtcaatacaaatagatttttyg
tttttgttgttcctgcagecceccagaagaaattaggggttaaagcagacagtcacactggt
ttggtcagttacaaagtaatttctttgatctggacagaacatttatatcagtttcatgaa
atgattggaatattacaataccgttaagatacagtgtaggcatttaactcctcattggcecg
tggtccatgctgatgattttgcaaaatgagttgtgatgaatcaatgaaaaatgtaattta
gaaactgatttcttcagaattagatggcttattttttaaaatatttgaatgaaaacattt
tatttttaaaatattacacaggaggcttcggagtttcttagtcattactgtceccttttecce
ctacagaattttccctcecttggtgtgattgcacagaatttgtatgtattttcagttacaag
attgtaagtaaattgcctgatttgttttcattatagacaacgatgaatttcttctaatta
tttaaataaaatcaccaaaaacataaacattttattgtatgcctgattaagtagttaatt
atagtctaaggcagtactagagttgaaccaaaatgatttgtcaagcttgctgatgtttct
gtttttcgttttttttttttttccggagagaggataggatctcactctgttatccaggcet
ggagtgtgcaatggcacaatcatagctcagtgcagcctcaaactcctgggctcaagcaat
cctcctgcectcagectececcgagtaactaggaccacaggcacaggccaccatgectggceta
aggtttttatttttattttttgtagacatggggatcacacaatgttgcccaggctggtct
tgaactcctggcctcaagcaaggtcgtgctggtaattttgcaaaatgaattgtgattgac
tttcagcctcccaacgtattagattataggcattagccatggtgecccagecttgtaactt
ttaaaaaaattttttaatctacaactctgtagattaaaatttcacatggtgttctaatta
aatatttttcttgcagccaagatattgttactacagataacacaacctgatatggtaact
ttaaattttgggggctttgaatcattcagtttatgcattaactagtccctttgtttatcet

ttcatttctcaaccccttgtactttggtgataccagacatcagaataaaaagaaattgaa
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gtacctgttttcaaatggatactttataggaattttggtaaagatttggtgatgggagga
tgacttgaggtttgtggatattagttaattattcagtatgatacctcacccagctaattt

[0026] Por "polipeptideo do Fator de Crescimento Epidérmico
(EGF)", entende-se um polipeptideo ou fragmento do mesmo com pelo
menos cerca de 85% de identidade de aminoacidos com o No. de
Acesso NCBI NP_001954.2 e correspondendo a uma forma de pré-
pro-proteina de EGF que € processada para produzir uma molécula de
EGF de 53 aminoacidos (mostrada em negrito) e tendo atividade de

ligacdo ao EGFR, conforme reproduzida abaixo (SEQ ID NO: 6):

> NP _001954.2
MLLTLITILLPVVSKESEFVSLSAPQHWSCPEGTLAGNGNSTCVGPAPFLIFSHGNSIFRID
TEGTNYEQLVVDAGVSVIMDFHYNEKRIYWVDLERQLLORVFLNGSRQERVCNIEKNVSG
MAINWINEEVIWSNQQEGIITVTDMKGNNSHILLSALKYPANVAVDPVERFIFWSSEVAG
SLYRADLDGVGVKALLETSEKITAVSLDVLDKRLEWIQYNREGSNSLICSCDYDGGSVHI
SKHPTQHNLFAMSLEGDRIFYSTWKMKTIWIANKHTGKDMVRINLHSSFVPLGELKVVHP
LAQPKAEDDTWEPEQKLCKLRKGNCSSTVCGQDLOSHLCMCAEGYALSRDRKYCEDVNEC
AFWNHGCTLGCKNTPGSYYCTCPVGEFVLLPDGKRCHQLVSCPRNVSECSHDCVLTSEGPL
CFCPEGSVLERDGKTCSGCSSPDNGGCSQLCVPLSPVSWECDCFPGYDLQLDEKSCAASG
POPFLLFANSQDIRHMHFDGTDYGTLLSQOMGMVYALDHDPVENKIYFAHTALKWIERAN
MDGSQRERLIEEGVDVPEGLAVDWIGRREYWTDRGKSLIGRSDLNGKRSKIITKENISQP
RGIAVHPMAKRLEFWTDTGINPRIESSSLOGLGRLVIASSDLIWPSGITIDFLTDKLYWCD
AKQSVIEMANLDGSKRRRLTONDVGHPFAVAVFEDYVWEFSDWAMPSVMRVNKRTGKDRVR
LOGSMLKPSSLVVVHPLAKPGADPCLYQONGGCEHICKKRLGTAWCSCREGFMKASDGKTC
LALDGHQLLAGGEVDLKNQVTPLDILSKTRVSEDNITESQHMLVAEIMVSDODDCAPVGC
SMYARCISEGEDATCQCLKGFAGDGKLCSDIDECEMGVPVCPPASSKCINTEGGYVCRCS
EGYQGDGIHCLDIDECQLGEHSCGENASCTNTEGGYTCMCAGRLSEPGLICPDSTPPPHL
REDDHHYSVRNSDSECPLSHDGYCLHDGVCMYTEALDKYACNCVVGYIGERCQYRDLKWW
ELRHAGHGQQQKVIVVAVCVVVLVMLLLLSLWGAHYYRTQKLLSKNPKNPYEESSRDVRS
RRPADTEDGMSSCPQPWEVVIKEHQDLKNGGQPVAGEDGQAADGSMQPTSWRQEPQLCGM
GTEQGCWIPVSSDKGSCPQVMERSFHMPSYGTQTLEGGVEKPHSLLSANPLWQQRALDPP
HOMELTQ

[0027] Por "molécula de acido nucleico da neuregulina 1 (NRG1)",
entende-se um polinucleotideo que codifica um polipeptideo de NRG1.

Uma molécula de acido nucleico NRG1 exemplificativa € fornecida no
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No. de Acesso NCBI BC150609.1 e reproduzida abaixo (SEQ ID NO:
7):

> BC150609.1
gagcccttggaccaaactcgcectgecgeccgagagecgteccgegtagagegetecegteteceg
gcgagatgtccgagcgcaaagaaggcagaggcaaagggaagggcaagaagaaggagcgag
gctccggcaagaagccggagtceccgecggcecgggcagccagagcccagecttgectecccaat
tgaaagagatgaaaagccaggaatcggctgcaggttccaaactagtccttcggtgtgaaa
ccagttctgaatactcctctctcagattcaagtggttcaagaatgggaatgaattgaatc
gaaaaaacaaaccacaaaatatcaagatacaaaaaaagccagggaagtcagaacttcgca
ttaacaaagcatcactggctgattctggagagtatatgtgcaaagtgatcagcaaattag
gaaatgacagtgcctctgccaatatcaccatcgtggaatcaaacgagatcatcactggta
tgccagcctcaactgaaggagcatatgtgtcttcagagtctcecccattagaatatcagtat
ccacagaaggagcaaatacttcttcatctacatctacatccaccactgggacaagccatc
ttgtaaaatgtgcggagaaggagaaaactttctgtgtgaatggaggggagtgcttcatgg
tgaaagacctttcaaacccctcgagatacttgtgcaagtgccaacctggattcactggag
caagatgtactgagaatgtgcccatgaaagtccaaaaccaagaaaaggcggaggagctgt
accagaagagagtgctgaccataaccggcatctgcatcgcccteccttgtggtcggecatca
tgtgtttggtggcctactgcaaaaccaagaaacagcggaaaaagctgcatgaccgtctte
ggcagagccttcggtctgaacgaaacaatatgatgaacattgccaatgggcctcaccatce
ctaacccaccccecccgagaatgtccagectggtgaatcaatacgtatctaaaaacgtcatcet
ccagtgagcatattgttgagagagaagcagagacatccttttccaccagtcactatactt
ccacagcccatcactccactactgtcacccagactcecctageccacagctggagcaacggac
acactgaaagcatcctttccgaaagccactctgtaatcgtgatgtcatccgtagaaaaca
gtaggcacagcagcccaactgggggcccaagaggacgtcttaatggcacaggaggccctce
gtgaatgtaacagcttcctcaggcatgccagagaaacccctgattecctaccgagactete
ctcatagtgaaaggtatgtgtcagccatgaccaccccggctcecgtatgtcacctgtagatt
tccacacgccaagctcccccaaatcgeccceccttcggaaatgtctceccaccecgtgtceccagea
tgacggtgtccatgccttccatggecggtcagececccttcatggaagaagagagagacctctac
ttctcgtgacaccaccaaggctgcgggagaagaagtttgaccatcaccctcagcagttca
gctccttccaccacaaccceccgcecgcatgacagtaacagectececctgectagececcttgagga
tagtggaggatgaggagtatgaaacgacccaagagtacgagccagcccaagagcctgtta
agaaactcgccaatagccggcgggccaaaagaaccaagcccaatggccacattgctaaca
gattggaagtggacagcaacacaagctcccagagcagtaactcagagagtgaaacagaag
atgaaagagtaggtgaagatacgcctttcctgggcatacagaaccccctggcagecagte
ttgaggcaacacctgccttccgectggctgacagcaggactaacccagcaggecgettet

cgacacaggaagaaatccaggccaggctgtctagtgtaattgctaaccaagaccctattg
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ctgtataaaacctaaataaacacatagattcacctgtaaaactttattttatataataaa
gtattccaccttaaattaaacaatttattttattttagcagttctgcaaatagaaaacag

gaaaaa
[0028] Por "polipeptideo da neuregulina 1 (NRG1)", entende-se um
polipeptideo ou fragmento do mesmo com pelo menos cerca de 85%
de identidade de aminoacidos com o No. de acesso NCB| AAI50610.1
e com atividade de ligagdo a neuregulina 1 (NRG1), conforme repro-

duzida abaixo (SEQ ID NO : 8):

> AAI50610.1
MSERKEGRGKGKGKKKERGSGKKPESAAGSQSPALPPQLKEMKSQESAAGSKLVLRCETS
SEYSSLRFKWFKNGNELNRKNKPONIKIQKKPGKSELRINKASLADSGEYMCKVISKLGN
DSASANITIVESNEIITGMPASTEGAYVSSESPIRISVSTEGANTSSSTSTSTTGTSHLV
KCAEKEKTFCVNGGECFMVKDLSNPSRYLCKCQPGFTGARCTENVPMKVONQEKAEELYQ
KRVLTITGICIALLVVGIMCLVAYCKTKKQRKKLHDRLRQSLRSERNNMMNIANGPHHPN
PPPENVQLVNQYVSKNVISSEHIVEREAETSFSTSHYTSTAHHSTTVTQTPSHSWSNGHT
ESTLSESHSVIVMSSVENSRHSSPTGGPRGRLNGTGGPRECNSFLRHARETPDSYRDSPH
SERYVSAMTTPARMSPVDFHTPSSPKSPPSEMSPPVSSMTVSMPSMAVSPFMEEERPLLL
VTPPRLREKKFDHHPQOFSSFHHNPAHDSNSLPASPLRIVEDEEYETTQEYEPAQEPVKK
LANSRRAKRTKPNGHIANRLEVDSNTSSQSSNSESETEDERVGEDTPFLGIQNPLAASLE
ATPAFRLADSRTNPAGRFSTQEEIQARLSSVIANQDPIAV

[0029] Por "molécula de acido nucleico da neuregulina 1B
(NRG1B)", entende-se um polinucleotideo que codifica um polipeptideo
de NRG1. Uma molécula de acido nucleico de NRG1 é fornecida no
No. de Acesso NCBI NM_1322205.1 e reproduzida abaixo (SEQ ID
NO: 9):

>NM 001322205.1

ggcttaactgatgcctgcctgectectetttgatttgatggectttatteccttctaattgg
ataaaataggaagtcactggcagtcctgtgtggctggggatactgattttactcagacca
gcctgcagctctagagtgtgggtagagagecggggagtgggggttgggagagggggaggaa
agagagagaggagagaggacgggcttggatgaagaagggaaagaaagagaaagagactga
agcagagaagagccgcagaggaagaaagtgaatgagcactcaagaaggacaaagaggagt
agtcgggggtggggtggaggcagggcggggaagggagtgaccgeccectectggetgeact
cttgcctccggagceccectcectgatcectgtttgcagtgatgctccgagggcaggcacctgetg
ctctgtaatgattcagcccctttcageccgtecgtcgegttaacacaacaggatgectgttge
tattgtcactactgcctctcctgeccgecgetgectgectgeccgecgecgeccaccgeccgetgg
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tcctcececttectgettttacttcectectgecatgacagttgttttettcatectgagcagacacc
agcttcagatgctcgaggtgagaaacatgcctttcagtttgggctactggtttacttaat
taatcagccggcagctcecgtcecgatctattttegtececctgtectecttgacgagecccgggat
ggtttggagtagcatttaaaagaactagaaaagtggcccagaaacagcagcttaaagaat
tattacgatatactttgattttgtagttgctaggagcttttcttccecececttgecatettt
ctgaactcttcttgattttaataatggccttggacttggacgatttatcgatttccccect
gtaagatgctgtatcatttggttgggggggcctctgcgtggtaatggaccgtgagagcgg
ccaggccttcttctggaggtgageccgatggagatttattccccagacatgtctgaggteg
ccgccgagaggtcctccagcecceccctceccactcagectgagtgcagacccatctettgatggge
ttccggcagcagaagacatgccagagccccagactgaagatgggagaacccctggacteg
tgggcctggccgtgceccctgectgtgecgtgectagaagctgagecgectgagaggttgectceca
actcagagaaaatctgcattgtccccatcctggcttgectggtcagectcectgectectgea
tcgccggcecctcaagtgggtatttgtggacaagatctttgaatatgactctcectactcacce
ttgaccctggggggttaggccaggaccctattatttctctggacgcaactgctgectecag
ctgtgtgggtgtcgtctgaggcatacacttcacctgtctctagggctcaatctgaaagtg
aggttcaagttacagtgcaaggtgacaaggctgttgtctcctttgaaccatcagcggecac
cgacaccgaagaatcgtatttttgccttttctttcttgeccgtccactgecgeccatecttee
cttcacccacccggaaccctgaggtgagaacgcccaagtcagcaactcagccacaaacaa
cagaaactaatctccaaactgctcctaaactttctacatctacatccaccactgggacaa
gccatcttgtaaaatgtgcggagaaggagaaaactttctgtgtgaatggaggggagtgct
tcatggtgaaagacctttcaaacccctcgagatacttgtgcaagtgcccaaatgagttta
ctggtgatcgctgccaaaactacgtaatggccagcttctacaagcatcttgggattgaat
ttatggaggcggaggagctgtaccagaagagagtgctgaccataaccggcatctgcatcg
ccctcececttgtggtcecggecatcatgtgtgtggtggectactgcaaaaccaagaaacagcgga
aaaagctgcatgaccgtcttcggcagagecttcecggtctgaacgaaacaatatgatgaaca
ttgccaatgggcctcaccatcctaacccaccceccecccgagaatgteccagectggtgaatcaat
acgtatctaaaaacgtcatctccagtgagcatattgttgagagagaagcagagacatcct
tttccaccagtcactatacttccacagcccatcactccactactgtcacccagacteccta
gccacagctggagcaacggacacactgaaagcatcctttccgaaagccactctgtaatcecg
tgatgtcatccgtagaaaacagtaggcacagcagcccaactgggggcccaagaggacgtce
ttaatggcacaggaggccctcgtgaatgtaacagcecttcecctcaggcatgccagagaaaccce
ctgattcctaccgagactctcecctcatagtgaaaggtatgtgtcagccatgaccaccccgg
ctcgtatgtcacctgtagatttccacacgccaagctcccecccaaatcgeccceccttecggaaa
tgtctccacccgtgtccagcatgacggtgtccatgecttccatggecggtcagececctteca
tggaagaagagagacctctacttctcgtgacaccaccaaggctgcgggagaagaagtttyg
accatcaccctcagcagttcagcectccttccaccacaaccccecgcgcatgacagtaacagec

tcccectgctagececccttgaggatagtggaggatgaggagtatgaaacgacccaagagtacg
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agccagcccaagagcctgttaagaaactcgccaatagccggcgggccaaaagaaccaagce
ccaatggccacattgctaacagattggaagtggacagcaacacaagctcccagagcagta
actcagagagtgaaacagaagatgaaagagtaggtgaagatacgcctttcctgggcatac
agaaccccctggcagccagtcttgaggcaacacctgectteccgectggctgacagcagga
ctaacccagcaggccgcttctcgacacaggaagaaatccaggccaggctgtctagtgtaa
ttgctaaccaagaccctattgctgtataaaacctaaataaacacatagattcacctgtaa
aactttattttatataataaagtattccaccttaaattaaacaatttattttattttagce
agttctgcaaatagaaaacaggaaaaaaacttttataaattaaatatatgtatgtaaaaa
tgtgttatgtgccatatgtagcaattttttacagtatttcaaaacgagaaagatatcaat
ggtgcctttatgttatgttatgtcgagagcaagttttgtacagttacagtgattgctttt
ccacagtatttctgcaaaacctctcatagattcagtttttgctggcttcttgtgcattge
attatgatgttgactggatgtatgatttgcaagacttgcaactgtccctctgtttgettg
tagtagcacccgatcagtatgtcttgtaatggcacatccatccagatatgcctectettgt
gtatgaagttttctttgctttcagaatatgaaatgagttgtgtctactctgccagccaaa
ggtttgcctcattgggctctgagataatagtagatccaacagcatgctactattaaatac
agcaagaaactgcattaagtaatgttaaatattaggaagaaagtaatactgtgatttaaa
aaaaactatattattaatcagaagacagcttgctcttactaaaaggagctctcatttact
ttatttgattttatttttcttgacaaaaagcaacagttttagggatagcttagaaaatgg
gttctggcttgctatcagggtaaatctaacaccttacaagaggactgagtgtcactttct
ctctgggggaatgatccagcagcttatctagttgacaatcaaaacacggctgataaaggt
gcaatcatttctgacatgtatttttcactgattttgaagctagtgattggttgtgtcttc
ttggctcaaaaagaagcatattacggcacaaaaagcccagcccagacagcacatgcageca
ttttgtctgaaatacttctagagtcaaacgtgcctgctgtacatagcgatgacttgtcat
catagggaagtatttccatcgtagagtgttcagaaggagtgactgtataggtggagagaa
gcttagtgactccgttgaaattttaaaatgtggatgaccacccctttcteccececttattt
ttcttttatctttccatgttgecttgatcaggtcataactatgcatgaacattttttatce
aggaatggccgatgtgtatgtgatttgtaatcacaagtaatgattcatcaggaaatgtca
atcctgttggaaagattgcacctttacttgcagaagtgacccccacctgtgtecctgacct
ctccatttacaggctctctcacccatttcccccacctectttaatttttgetttactgtce
ataaagtaggactaagattggtctaagcattgcatgttcttttgtgatggtaaatccaaa
ggaaggcctataagtattaacatttgaaataactgctaattcaggaaaatggaagaaaaa
aaattatttgaaacacagaacccatttcatggcctgcctgatatctgtgaaatcagggcet
ggagctttacttaggattcacatggcctcctaggaaccatgggacaaatgggaaacaggt
tatcgggggattcatgaagtcagtgagagtaattgcttcttttttgecgggtgaactgaat
gtatttcttcaccaaatcttgatgttaacaattaaaaagaagaaatgacatgcaagtagg
tcttagcagaaaaatgcaggctgggcatgagtcatgttgttaccctcccacatgcteccta
caatccacagagatgcctgtctgcaggttcttgaagttattgttagtatttggtatctca
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aatttttcgtcactgttcacatgccactttctctgtgcacagtggtatcctcatttgett
tttaacctacactgaggagtctttgtcaggttgcactgattttccaattctgcagtaatg
agtaagctcacggcatggggaagaagacagtcagtccaatgaagttctctaaattatttt
aacattgcctttgaaggccttgactcatccttagectatttcaatgaagaaattcctacca
tgaatttaaaaccctaaaaattctgtttcaaattctttgggcattggggtactcagatat
cccattgtggaagaattttaagaataaatagaagtttctgttgagaaccatgagcaacat
gtttcttacaatgagaattgctatgcattttaaaattgcaaatatatatgaaaattgaag
acaagaggaaattgtatttctaacttgattctgatcactcacagaggtggcatattatta
tagttgggacatcctttgcacccttcataaaaaaggccagctgactgctcagcatcacct
gccaaggccactagatttgtgtttacaggggtatctctgtgatgcttgtcacatcactct
tgaccacctctgttaataaattccgacagtgcagtggcgatcggagtgtgaacttatgtt
cccagcatatggaaagctatcttaggttttaaggtagtagaaattgcccaggagtttgac
agcaactttgtttcccgggtctaaaatcgtatcccactgaggtgtatgcagtggagcata
atacatgcaaatacatgcaaaactccttttgtttcacctaagattcactttctatcttac
tttccecttectgectagtgtgacttttgeccccaagagtgectggacagcattectagttt
ctacaaaatggtcctctgtgtaggtgaatgtgtcccaaacctgctatcactttettgttt
cagtgtgactgtcttgttagaggtgaagtttatccagggtaacttgctcactaactattc
ctttttatggcctggggttaaagggcgcatggctcacactggtgaaaataaggaaggcct
ggtcttatcttgtattaataatactggctgcattccaccagccagagatttctatctgeg
aagacctatgaaacactgaagagaaatgtaggcagaaggaaatggccacatatcacaagt
tctattatatattcttttgtaaatacatattgtatattacttggatgttttcttatatca
tttactgtctttttgagttaatgtcagtttttactctctcaacttactatgtaacattgt
aaataacataatgtcctttattatttatatttaagcatctaacatatagagttgttttca
tataagtttaagataaatgtcaaaaatatatgttcttttgtttttctttgctttaaaatt
atgtatcttttccttttecttttttttaagaataatttattgttcaggagaaagaatgtat
atgtaactgaaactatctgaagaatgcacattgaaggccgtgaggtactgataaactaaa
gaatttattattcaaaatactaagcaataagtaattgtgatttatttaaagttttgtcca
ttttccatgaaagacatactgcaataaaaatgctactctgtggaaaaaaaaaaaaaaaaa

a
[0030] Por "polipeptideo 1 da neuregulina 18 (NRG1B)" entende-se
um polipeptideo ou fragmento do mesmo com pelo menos cerca de
85% de identidade de aminoacidos com o No. de acesso NCBI
NP_001309134.1 e com atividade de ligagao a neuregulina 1 (NRG1),

conforme reproduzida abaixo (SEQ ID NO : 10):
> NP 001309134.1
MEIYSPDMSEVAAERSSSPSTQLSADPSLDGLPAAEDMPEPQTEDGRTPGLVGLAVPCCA
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CLEAERLRGCLNSEKICIVPILACLVSLCLCIAGLKWVEVDKIFEYDSPTHLDPGGLGQD
PIISLDATAASAVWVSSEAYTSPVSRAQSESEVQVTVQGDKAVVSFEPSAAPTPKNRIFA
FSFLPSTAPSFPSPTRNPEVRTPKSATQPOQTTETNLOTAPKLSTSTSTTGTSHLVKCAEK
EKTFCVNGGECFMVKDLSNPSRYLCKCPNEFTGDRCONYVMASEFYKHLGIEFMEAEELYQ
KRVLTITGICIALLVVGIMCVVAYCKTKKQRKKLHDRLRQSLRSERNNMMNIANGPHHPN
PPPENVQLVNQYVSKNVISSEHIVEREAETSESTSHYTSTAHHSTTVTQTPSHSWSNGHT
ESILSESHSVIVMSSVENSRHSSPTGGPRGRLNGTGGPRECNSFLRHARETPDSYRDSPH
SERYVSAMTTPARMSPVDFHTPSSPKSPPSEMSPPVSSMTVSMPSMAVSPFMEEERPLLL
VTPPRLREKKFDHHPQOFSSFHHNPAHDSNSLPASPLRIVEDEEYETTQEYEPAQEPVKK
LANSRRAKRTKPNGHIANRLEVDSNTSSQSSNSESETEDERVGEDTPEFLGIQNPLAASLE
ATPAFRLADSRTNPAGREFSTOQEEIQARLSSVIANQDPIAV

[0031] Por "polipeptideo hibrido NRG-BVN" entende-se um poli-
peptideo ou fragmento do mesmo tendo pelo menos cerca de 85%,
90%, 91%, 92%, 93%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% de
identidade de aminoacidos com a sequéncia de aminoacidos abaixo
(SEQ ID NO: 11):

> Hibrido NRG-BVN
GTSHLVKCPLSHEAYCVNGGECFMVKDLSNPSRYLCKCPNEFTGDRCONYVMASE

[0032] Por "polipeptideo hibrido TGFa" entende-se um polipepti-
deo ou fragmento do mesmo tendo pelo menos cerca de 85%, 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% identidade de

aminoacido com a sequéncia de aminoacidos abaixo (SEQ ID NO: 12):
> TGF-BVN-hibrido
NTENDCPLSHEAYCLHDGVCRFLVQEDKPACVCVVGYVGERCQFRDLRWWDAR

[0033] Os intervalos podem ser expressos aqui como de "cerda
de" um valor especifico e / ou a "cerca" outro valor especifico. Quando
esse intervalo € expresso, outro aspecto inclui desde um valor particu-
lar e / ou até outro valor particular. Da mesma forma, quando os valo-
res sao expressos como aproximagoes, pelo uso do antecedente "cer-
ca de", entende-se que o valor especifico forma outro aspecto. Enten-
de-se ainda que os pontos finais de cada um dos intervalos sao signifi-
cativos em relagdo ao outro ponto final e independentemente do outro

ponto final. Também entende-se que existem varios valores aqui des-
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critos, e que cada valor também €& aqui descrito como "cerca de" esse
valor especifico, além do préprio valor. Entende-se também que, em
todo o pedido, os dados sao fornecidos em varios formatos diferentes
e que esses dados representam pontos finais e pontos de partida e
intervalos para qualquer combinagao dos pontos de dados. Por exem-
plo, se um ponto de dados especifico "10" e um ponto de dados espe-
cifico "15" forem descritos, entende-se que maior que, maior ou igual
a, menor que, menor ou igual a, e igual a 10 e 15 sao considerados
descritos, bem como entre 10 e 15. Entende-se também que cada uni-
dade entre duas unidades particulares também ¢é descrita. Por exem-
plo, se 10 e 15 sao descritos, 11, 12, 13 e 14 também sao descritos.
[0034] Os intervalos aqui fornecidos sdo entendidos como atalhos
para todos os valores dentro do intervalo. Por exemplo, entende-se
que um intervalo de 1 a 50 inclui qualquer numero, combinacédo de
numeros ou subintervalo do grupo que consiste de 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8,
9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27,
28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46,
47, 48, 49 ou 50, bem como todos os valores decimais intermediarios
entre 0os numeros inteiros mencionados acima, tal como, por exemplo,
1,1,1,2,1,3,1,4,15,1,6, 1,7, 1,8 e 1,9. Com relagdo aos subinterva-
los, "subintervalos aninhados" que se estendem a partir de qualquer
ponto final do intervalo s&o especificamente considerados. Por exem-
plo, um subintervalo aninhado de um intervalo exemplificativo de 1 a
50 pode compreender 1 a 10, 1 a 20, 1 a 30 e 1 a 40 em uma direcao
ou 50 a 40, 50 a 30, 50 a 20 e 50 a 10 na outra direcao.

[0035] Onde aplicavel ou nédo especificamente citado, qualquer
uma das modalidades descritas neste documento é considerada como
sendo capaz de se combinar com qualquer outra modalidade ou uma
ou mais modalidades, mesmo que as modalidades sejam descritas

sob diferentes aspectos da descricao.
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[0036] Estas e outras modalidades sao descritas e / ou abrangidas
pela seguinte Descricdo Detalhada.
BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

[0037] A descricao detalhada a seguir, dada a titulo de exemplo,

mas nao pretendendo limitar a descricdo apenas as modalidades es-
pecificas descritas, pode ser compreendida melhor em conjunto com
os desenhos em anexo, nos quais:

[0038] As Figuras 1A-1B representam dominios e caracteristicas
para uma proteina sintética de acordo com uma modalidade exemplifi-
cativa da descri¢cdo. A Figura 1A representa a sequéncia de aminoaci-
dos de BVN22E, incluindo os dominios 1 & 2 da Via de Sinalizagao
Direcionada (TSP) mostrados em sublinhado unico, duas sequéncias
ligantes mostradas em sublinhado duplo, e um Dominio Veiculo Imu-
nogénico mostrado em sublinhado tracejado. A Figura 1B mostra um
alinhamento Clustal Omega das regides do fator de crescimento epi-
dérmico sintético (sSEGF) de BVN22E alinhado com as regides corres-
pondentes de EGF humano (hEGF).

[0039] A Figura 2 mostra um grafico da titulagao da fragao de IgG
purificada a partir de 5 coelhos imunizados com a ligagdo BVN22E ao
fator de crescimento epidérmico humano recombinante imobilizado
(rhEGF) revestido em uma concentragao de 1 ug / ml de acordo com
uma modalidade exemplificativa da descricéo.

[0040] A Figura 3 mostra um grafico representando uma compara-
¢ao da fragédo de IgG reunida a partir de 5 coelhos apds a imunizagao
com BVN22E ou uma proteina equivalente contendo 2 dominios do
fator de crescimento epidérmico (EGF) nativo de acordo com uma mo-
dalidade exemplificativa da descrigéo.

[0041] As Figuras 4A-4B mostram Western blots ilustrando a ca-
pacidade de BVN22E de estimular a fosforilagdo. A Figura 4A mostra

um Western blot ilustrando que BVN22E é capaz de estimular a fosfo-
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rilacdo do receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) das
células A431 na mesma extensao que uma molécula semelhante con-
tendo dominios de EGF humano nativo, de uma maneira concentra-
cao-dependente. A Figura 4B mostra os resultados de outro ensaio
sem comparacdo com uma molécula baseada em EGF.

[0042] A Figura 5 representa um Western blot mostrando 1gG
combinada purificada a partir de 5 coelhos imunizados com BVN22E
em duas concentracdes, capaz de neutralizar a ativacdo de EGFR de
células A431 por 30 ng / ml de rhEGF de maneira semelhante a um
anticorpo monoclonal neutralizante comercialmente disponivel.

[0043] A Figura 6 representa um Western blot mostrando que os
soros de todos os 5 coelhos imunizados com BVN22E sdo capazes de
neutralizar a ativagdo de EGFR das células A431 por 30 ng / ml de
rhEGF de maneira semelhante a um anticorpo monoclonal neutralizan-
te comercialmente disponivel.

[0044] A Figura 7 mostra um Western blot mostrando que os soros
reunidos de coelhos submetidos a imunizagdo com BVN22E sao ca-
pazes de neutralizar a sinalizagdo de EGFR a partir de 30 ng / ml de
rhEGF em células A431 apds apenas uma inje¢ao de reforgo (sangra-
mento de teste 1; pista 6) tdo efetivamente quanto um anticorpo mo-
noclonal neutralizante. O soro dos animais antes da imunizagao nao
tem atividade neutralizante (pista 5).

[0045] A Figura 8 mostra um Western blot mostrando que a ativi-
dade neutralizante de IgG purificada a partir de soros de coelhos imu-
nizados contra BVN22E & semelhante a de animais imunizados com
uma molécula comparavel incluindo apenas dominios nativos de EGF.
[0046] A Figura 9 representa um Western blot mostrando a inibi-
cao da via de sinalizagdo de EGF por soros combinados (n = 10) deri-
vados de camundongos imunizados com BVN22E ou um imunogene

contendo EGF humano nativo quimicamente conjugado (hEGF). As
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pistas 4-6 demonstram que a imunizagao com BVN22E gerou maior
capacidade de neutralizacdo de EGF do que um imunogene baseado
em hEGF nativo.

[0047] A Figura 10 mostra um gel SDS corado por Coomassie de
uma molécula sintética de NRG-CTB na qual Un = nativo, D = desna-
turado por calor, R = reduzido, RD = reduzido e desnaturado.

[0048] A Figura 11 mostra um Western Blot anti-NRG de uma mo-
lécula sintética de NRG-CTB na qual Un = nativo, D = desnaturado por
calor, R = A reduzido, RD = reduzido e desnaturado.

[0049] Figura 12 mostra os resultados de um ensaio de ativagao
de células MCF-7. O painel superior mostra a ativagao (por exemplo,
fosforilagdo) do receptor ERB3 por rhNRG-1 (pista 2), a molécula sin-
tética de NRG-CTB (pista 4) e a inibicdo de ambos com um anticorpo
neutralizante (pistas 3 e 5), enquanto o painel inferior € um controle
para a expressao do receptor ERB3.

[0050] As Figuras 13A-13C mostram um gel SDS de uma molécula
de TGFa sintética. A Figura 13A mostra um gel SDS corado com Co-
omassie. A Figura 13B é um Western blot do gel SDS na Figura 13A,
que foi corada com anticorpos anti-TGFa para mostrar que a molécula
sintética de TGFa é reconhecida por dois anticorpos anti-TGFa neutra-
lizantes diferentes. A Figura 13C € um Western blot do gel SDS na Fi-
gura 13A, que foi corado com anticorpos anti-EGF para mostrar que
dois anticorpos anti-EGF diferentes ndo reconhecem a molécula sinté-
tica de TGFa.

[0051] A Figura 14 representa um gel nativo corado com Coomas-
sie Blue, mostrando que a purificacdo de uma molécula sintética de
TGFa produz uma unica banda de pentamero.

[0052] As Figuras 15A-15B mostram um gel SDS corado com Co-
omassie e um Western blot anti-TGFa, respectivamente, que mostram

que a molécula sintética de TGFa mostra estabilidade melhorada,
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permanecendo como uma banda discreta de pentdmero apds mais de
trés semanas a temperaturas elevadas (por exemplo, temperatura am-
biente e 37° C).

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

[0053] A presente descricao é baseada, pelo menos em parte, na

descoberta de que proteinas / moléculas sintéticas, incluindo um ou
mais dominios proteicos a partir de um fator de crescimento sintético,
uma ou mais regides ligantes, e um ou mais dominios imunogénicos
podem ser usadas como moléculas terapéuticas para tratar uma varie-
dade de doencas tal como, por exemplo, cancer. As moléculas sintéti-
cas fornecem varias vantagens inesperadas sobre a técnica anterior.
Por exemplo, ao contrario das moléculas do Fator de Crescimento
Epidérmico humano (hEGF) da técnica anterior (por exemplo, Patente
US No. 5.984.018 de Davila e outros) que estdo presentes em mistu-
ras heterogéneas contendo até 12 espécies moleculares diferentes, as
proteinas / moléculas sintéticas descritas neste documento podem ser
produzidas como uma unica molécula (por exemplo, uma populagao
homogénea de moléculas). Além disso, as proteinas / moléculas sinté-
ticas aqui descritas incluem dez componentes ativos por molécula
(embora os componentes ativos possam ser aumentados ou diminui-
dos em multiplos de 5, por exemplo, como parte de um pentdmero),
enquanto as moléculas de hEGF da técnica anterior (por exemplo, Pa-
tente US. No 5.984.018 de Davila e outros) sao altamente variaveis no
numero de componentes ativos presentes por molécula (por exemplo,
0 numero médio de componentes ativos por molécula de Davila é 1,5).
Além disso, as proteinas / moléculas sintéticas aqui descritas sdao mui-
to mais simples de fabricar. Por exemplo, as moléculas de hEGF da
técnica anterior (por exemplo, Patente U.S. No. 5.984.018) sao produ-
zidas por conjugagao quimica de rP64k e EGF humano recombinante

(rhEGF) para produzir uma molécula final que consiste de duas molé-
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culas quimicamente conjugadas entre si. Isto esta em nitido contraste
com as proteinas / moléculas sintéticas aqui descritas, que sdo uma
unica molécula sintética. Vantajosamente, as técnicas aqui apresenta-
das fornecem novas proteinas sintéticas que podem ser usadas tera-
peuticamente para tratar doengas tal como, por exemplo, cancer (por
exemplo, vacinas contra cancer) com um nivel de atividade imunogé-
nica mais alto do que os méetodos da técnica anterior (por exemplo,
Patente US. No. 5.984.018).

Viséo Geral

[0054] A imunologia do cancer é o estudo das interagdes entre o
sistema imunolégico e as células cancerosas, tal como, por exemplo,
tumores ou malignidades. O inicio de uma resposta imune, tal como o
reconhecimento de antigenos especificos para o cancer, que sao ex-
pressos por tumores humanos e ndo expressos em tecidos normais, é
de particular interesse. Geralmente, os métodos para controlar a divi-
séo e proliferacao das células malignas tém se concentrado no isola-
mento desses antigenos e na sua apresentagdo, de modo que eles
sejam reconhecidos pelo sistema imunoldégico como nédo autoantige-
nos para induzir uma resposta imune especifica.

[0055] Atualmente, ha um numero significativo de fatores de cres-
cimento identificados, e a maioria, se ndo todos, demonstrou ser im-
portantes mediadores da proliferacdo celular em varios tipos de can-
cer, além de estar implicada em outras condi¢gdes da doenga. Geral-
mente, os fatores de crescimento sdo proteinas séricas soluveis que
reconhecem e se ligam a um grupo de receptores de fatores de cres-
cimento localizados na superficie celular. Os fatores de crescimento
especificos podem ser especificos para um unico receptor ou podem
se ligar a mais de um receptor intimamente relacionado com diferentes
afinidades. Da mesma forma, alguns receptores se ligam a apenas um

unico ligante do fator de crescimento, enquanto outros podem se ligar
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a multiplos fatores de crescimento relacionados, novamente geralmen-
te com afinidades diferentes. Apds a ligacao ao seu receptor natural, o
dominio citoplasmatico do receptor é fosforilado, e isso inicia uma cas-
cata de sinalizagao intracelular que resulta na modulacédo da transcri-
¢do de um ou mais genes e, finalmente, na progressao através do ci-
clo celular e proliferagao celular.

[0056] Os fatores de crescimento e seus receptores sdo compo-
nentes essenciais dos processos normais de crescimento, desenvol-
vimento e reparo, e seus perfis de distribuicdo de tecidos e niveis de
expressao regulam estreitamente o crescimento celular. Numerosos
estudos mostraram que os fatores de crescimento podem estimular a
proliferacao de varios tipos de células in vitro e in vivo (Cohen S., Car-
penter G., PNAS USA 72, 1317, 1975, Witsch E e outros: Physiology:
25 (2): 85 a 101, (2010)). Além disso, certos fatores de crescimento
revelaram estimular a proliferagcdo em algumas linhagens celulares de
cancer. Por exemplo, o fator de crescimento epidérmico (EGF) pode
estimular algumas células de carcinoma de pulméo de células nao pe-
quenas (Osborne C. K. e outros, Can Res. 40, 2. 361 (1980)). Outros
fatores de crescimento, tal como o fator de crescimento endotelial vas-
cular (VEGF), fator de crescimento de fibroblastos (FGF) e fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF), sao importantes em varias
doencgas oncoldgicas, tal como cancer de pulméo de células ndo pe-
quenas (NSCLC) (Ballas MS, Chachoua A., Onco Targets and The-
rapy: 4, 43 a 58 (2011)), cancer de prostata (Cox ME e outros; Prosta-
te 69 (I): 33 a 40 (2009)), e cancer de mama (Lei J e outros, Cancer
Res; 68,24: 10238 a 10346 (2008)).

[0057] Niveis elevados de varios receptores de fatores de cresci-
mento foram relatados em tecidos malignos. Por exemplo, o receptor
do fator de crescimento epidérmico (EGFR) foi detectado em niveis

incomumente altos em tumores malignos de origem epitelial, tal como

Peticéo 870200007905, de 17/01/2020, pag. 99/135



28/55

cancer de pulmao, mama, bexiga, ovario, vulva, célon, pulmonar, cé-
rebro e esdfago. O papel desempenhado pelos fatores de crescimento
e seus receptores na regulagao do crescimento do tumor € desconhe-
cido, mas ha sugestdes de que a expressédo do receptor do fator de
crescimento nas células tumorais fornega um mecanismo para a esti-
mulacdo autdcrina do crescimento, que leva a proliferacdo descontro-
lada (Schlessinger J., Schreiber AB, Levi A., Liberman T., Yarden Y.
Crit. Rev. Biochem. 1983, 14 (2) 93 a 111). Além disso, Liao Y e ou-
tros; Hum Pathol 36 (11): 1186 a 1196 (2005) e Cox ME e outros;
Prostate: 69 (1) 33 a 40 (2009) descrevem o papel do aumento do re-
ceptor Insular e do fator de crescimento no cancer de préstata metas-
tatico.

[0058] Uma estratégia de tratamento para direcionar a sinalizagao
do fator de crescimento na terapia do cancer tem sido o uso de uma
imunoterapia passiva (por exemplo, anticorpos monoclonais) contra os
receptores particulares / receptores envolvidos. Tais estudos demons-
traram que o reconhecimento especifico por um anticorpo do receptor
capaz de inibir a ligagao do ligante pode ter um efeito inibitério sobre a
estimulagdo mitogénica de células malignas (SATO J. D., e outros Me-
thods in Enzymology, vol. 146, pag. 63 a 81, 1987). No entanto, os an-
ticorpos que sao de origem murina geralmente produzem uma respos-
ta de anticorpo humano anticamundongo (HAMA), limitando-os assim
a uma unica administracao.

[0059] Outras estratégias de tratamento tém sido o uso de uma
imunoterapia ativa com vacinas que contém o fator de crescimento de
interesse para induzir uma resposta imune contra a molécula para ini-
bir o efeito de proliferacdo do fator de crescimento em tumores. A Pa-
tente No. 5.984.018, de Davila e outros, intitulada Vaccine Composi-
tion Comprising Autologous Epidermal Growth Factor or a Fragment or

a Derivative Thereof having Anti-tumor Activity and use Thereof in the
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Therapy of Malignant Diseases, descreve, por exemplo, o uso de uma
vacina que contém uma mistura de um fator de crescimento e uma
proteina carreadora imunogénica (ou seja, ndo humana) conjugada
quimicamente em conjunto com glutaraldeido. No entanto, sem estar
vinculado a nenhuma teoria em particular, acredita-se que a conjuga-
cao quimica dificulta as respostas imunes contra a vacina.

[0060] Essa € uma abordagem tecnicamente desafiadora, a medi-
da que exige que o hospedeiro gere uma resposta imune a um ‘auto-
antigeno’, e o sistema imunoldgico de vertebrados tenha evoluido para
impedir que essas respostas ocorram. Quando uma forte resposta
imune é gerada contra um autoantigeno, por exemplo, um que inclui a
ativagao de células T auxiliares, geralmente ocorre um estado de do-
enca autoimune. Por muitos anos, foi levantada a hipétese de que al-
guns disturbios autoimunes, por exemplo, lupus, esclerose multipla
(MS), diabetes etc., podem ser causados pela exposi¢ao precoce a um
agente ambiental que inclui epitopos imunogénicos (epitopos de célu-
las T) que imitam intimamente os autoepitopos do hospedeiro. Isso
poderia levar a estimulacdo de células T auxiliares que s&o reativas
cruzadas com epitopos hospedeiros. A subsequente exposicdo ao
agente ambiental pode entao resultar em uma resposta antiautoimune
(Albert, L. J. e Inman, R. D. New England Journal of Medicine, 30 de
dezembro, pag. 2068 a 2074, 1999). Desde entdo, foi demonstrado
qgque um antigeno viral pode, de fato, gerar uma resposta autoimune
contra uma proteina de célula nervosa (Levin, M. C. e outros, Nature
Medicine vol 8 (5) pag. 509 a 513, 2002).

[0061] A Publicacdo US. No. 2006/0251654, de Casimiro e outros,
intitulada Method for Treatment of Malignant and Infectious Chronic
Diseases, (a publicagdo ‘654) descreve um método de tratamento de
um individuo portador de uma doenga crénica maligna ou infecciosa

que compreende o método de imunizar o individuo com uma vacina
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contendo um autoantigeno associado a doenga crbénica maligna ou
infecciosa que € acoplada a uma proteina carreadora; tratar o indivi-
duo com um agente modulador imune; e imunizar o individuo nova-
mente com a vacina da etapa 1, e um adjuvante apropriado seleciona-
do a partir de hidroxido de aluminio e Montanide ISA 51 (Seppic, Paris,
Franga). Infelizmente, acredita-se que a preparagéo da vacina por con-
jugacao quimica dificulta a resposta imune.

[0062] A maioria das vacinas descritas acima exibe uma série de
limitacbes, decorrentes principalmente do método de fabricagdo e da
potencial falta de uniformidade e homologia do produto proteico. As
vacinas descritas acima compreendem geralmente uma mistura de
uma proteina carreadora recombinante e polipeptideos de origem hu-
mana que sao quimicamente conjugados usando glutaraldeido. Infe-
lizmente, este reagente reativo pode formar ligagdes cruzadas cova-
lentes indesejaveis entre variedades de grupos quimicos e geralmente
leva a um produto altamente heterogéneo. Assim, as vacinas resultan-
tes podem compreender ndo apenas moléculas de proteina carreadora
com numeros variaveis do polipeptideo humano alvo anexado (por
exemplo, 0, 1, 2, 3, etc.), mas cada um dos polipeptideos humanos
pode ser ligado ao veiculo através de atomos diferentes e, portanto,
em posicdes diferentes e em orientacdes diferentes. Além disso, tanto
as moléculas do polipeptideo quanto da proteina carreadora alvo po-
dem ser conjugadas entre si, resultando em varios homo-multimeros
que podem néo ter eficacia clinica e podem nao contribuir para uma
resposta imune do paciente anticancer.

Proteinas / Moléculas Sintéticas

[0063] A presente descricdo fornece uma proteina / molécula sin-
tética homogénea para melhorar a apresentagdo do numero maximo
de epitopos de fator de crescimento, epitopos de antigeno tumoral e /

ou sitios de ligacdo a receptores como elementos de uma proteina /
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molécula sintética imunogénica. Em uma modalidade ilustrativa, uma
proteina / molécula sintética que expressa toda ou parte de um domi-
nio veiculo imunogénico (por exemplo, toxina B da colera (CT-B)) e um
fator de crescimento epidérmico sintético (sSEGF), um antigeno tumoral
e / ou um receptor é descrita. Em modalidades ilustrativas alternativas,
a proteina pode expressar outras proteinas / moléculas sintéticas ou
recombinantes imunogénicas que sao modeladas com base em prote-
inas imunogénicas conhecidas. E considerado dentro do escopo da
descricdo que tais proteinas / moléculas sintéticas podem expressar
polipeptideos que sdo altamente imunogénicos para o sistema imuno-
l6gico humano. Preferencialmente, as proteinas / moléculas sintéticas
conferem propriedades adicionais a proteina quimérica, tal como, por
exemplo, alto rendimento de expressao e facilidade de fabricacdo, es-
tabilidade oral e a capacidade de passar do intestino para a corrente
sanguinea, e / ou uso seguro anterior em humanos.

[0064] Em uma modalidade ilustrativa, as proteinas / moléculas
sintéticas aqui descritas podem incluir ou expressar uma alta propor-
¢ao de uma sequéncia de proteinas derivada de autoantigenos alvo,
em fungcdo do peso molecular total. Isto pode ser conseguido, por
exemplo, usando um modelo de proteina grande contendo multiplos
epitopos de fator de crescimento. Esses epitopos de fator de cresci-
mento podem ser varias copias de todo ou parte de um unico fator de
crescimento ou copias de todo ou parte de mais de um fator de cres-
cimento diferente. Estes epitopos do fator de crescimento podem ser
naturais ou sintéticos (por exemplo, artificiais). Por exemplo, BVN22E,
uma proteina sintética ilustrativa aqui descrita, pode ter um peso mole-
cular de cerca de 120 kD. Em uma modalidade ilustrativa, os epitopos
do fator de crescimento aqui descritos podem corresponder a um ou
mais dominios dentro do dominio de fator de crescimento (por exem-

plo, dominios da via de sinalizacdo direcionada a EGF (TSP)). Em
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uma modalidade ilustrativa, um dominio EGF pode incluir a regido que
apresenta ou restringe o loop-B, por exemplo, a regidao definida por
cerca de cisteina 6 a cerca de cisteina 42, a regido definida por cerca
de cisteina 6 a cerca de cisteina 31 ou a regiao definida por cerca de
cisteina 22 a cerca de cisteina 33 ou a regido definida por cerca de
cisteina 22 a cerca de cisteina 31 ou a regido definida por cerca de
cisteina 62 a cerca de cisteina 14 da sequéncia de proteina sintética
(por exemplo, Figura 1A). Sem estar vinculado a nenhuma teoria em
particular, € considerado dentro do escopo da descricao que diferentes
regides ou sub-regides entre a cisteina 6 e a cisteina 42 podem ter
efeitos benéficos quando incorporadas nas proteinas / moléculas sinté-
ticas da descrigdo. Por exemplo, as seguintes regides podem ter efei-
tos benéficos: a regido entre a cisteina 6 e a cisteina 14, a regiao entre
a cisteina 6 e a cisteina 20, a regiao entre a cisteina 6 e a cisteina 31,
a regido entre a cisteina 6 e a cisteina 33, e a regido entre a cisteina 6
e a cisteina 42. Também é considerado dentro do escopo da descrigéo
gue a sequéncia progressiva reversa também pode ser benéfica. Por
exemplo, as seguintes regides podem ter efeitos benéficos: a regiao
entre a cisteina 42 e a cisteina 33, a regido entre a cisteina 42 e a cis-
teina 31, a regido entre a cisteina 42 e a cisteina 20, a regido entre a
cisteina 42 e a cisteina 14, e a regiao entre a cisteina 42 e a cisteina
6. E ainda considerado dentro do escopo da invencdo que intervalos
especificos dentro da regido entre a cisteina 6 e a cisteina 42 podem
fornecer efeitos benéficos quando incorporados nas proteinas / molé-
culas sintéticas da descrigao (por exemplo, a regido entre cisteina 6 e
cisteina 14, a regiao entre a cisteina 14 e a cisteina 20, a regido entre
a cisteina 20 e a cisteina 31, e a regiao entre a cisteina 33 e a cisteina
42).

[0065] De acordo com a descricao, as expressdes dos epitopos do

fator de crescimento devem ser dobradas, permitindo que sua confor-
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magao natural seja substancialmente retida e apresentada aos com-
ponentes do sistema imunoldgico do hospedeiro, de modo a provocar
uma resposta imune do hospedeiro robusta aos ditos epitopos. Exem-
plos de modelos de proteinas naturais adequados para modelar um
dominio de suporte de epitopo de proteinas / moléculas sintéticas in-
cluem, mas ndo estdo limitados a, subunidade de toxina B da codlera,
subunidades LT de E. coli labeis ao calor, e subunidades B de entero-
toxina LT-Il, veratoxina, toxina pertussis, enterotoxina de C. jejuni, to-
xina Shiga, toxina de listeria, toxoide de tétano, toxoide de difteria, pro-
teina de membrana externa N. meningitidisl, proteina de revestimento
bacteridéfago, adenovirus e outras proteinas de revestimento viral. Al-
ternativamente, um componente nao préprio da proteina pode ser pe-
gueno. No minimo, a(s) nao auto-sequéncia(s) deve compreender cer-
ca de 9, 10, 11 ou mais aminoacidos de comprimento e incluir total ou
parcialmente pelo menos um epitopo de célula T humana. Como aqui
descrito, os polipeptideos sintéticos ndo naturais (por exemplo,
BVN22E) que podem ser usados cumprem os requisitos de conferir
imunogenicidade a toda a proteina e permitir a apresentacao apropria-
da de fatores de crescimento, receptores, antigenos tumorais ou epi-
topos destes ao sistema imunoldgico do hospedeiro.

[0066] De acordo com a descricédo, as proteinas / moléculas sinté-
ticas aqui fornecidas — fatores de crescimento ou partes deles, recep-
tores celulares ou partes deles, ou antigenos tumorais ou partes deles
— estao relacionados a uma ampla gama de vias celulares envolvidas
em doencgas crénicas, canceres baseados em fator de crescimento ou
receptor, e / ou tumores soélidos para utilizagdo como antigenos tumo-
rais dentro das ditas proteinas sintéticas. As proteinas estdo na forma
de proteinas / moléculas sintéticas e podem ser uteis no tratamento de
doencgas crbnicas, por exemplo, cancer de mama, pulmdo, bexiga,

ovario, vulva, colénico, pulmonar, cérebro, colorretal, intestinal, cabeca
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e pescoco, e esdfago. Como diferentes antigenos tumorais podem ser
expressos € multiplos receptores celulares e fatores de crescimento
superexpressos nas ditas doencas, as proteinas descritas abaixo po-
dem conter um ou mais antigenos tumorais diferentes, um ou mais re-
ceptores diferentes ou fatores de crescimento de uma ou varias vias
celulares associadas a doencga. Essas proteinas sdo chamadas multi-
valentes.

[0067] Em uma modalidade ilustrativa, € descrita uma proteina
composta por proteinas / moléculas sintéticas homogéneas que ex-
pressam um ou mais dominios neutralizantes do fator de crescimento
epidérmico (EGF) (por exemplo, dominios TSP). A proteina pode estar
na forma de proteinas / moléculas sintéticas e pode ser util no trata-
mento de doencgas cronicas, por exemplo, cancer de mama, pulmao,
bexiga, ovario, vulva, célon, pulmao, cérebro, colorretal, cabeca e pes-
co¢o, e es6fago. Em uma modalidade ilustrativa, a proteina é uma pro-
teina / molécula sintética que expressa ou inclui sequéncias sintéticas
de EGF e sequéncias de CT-B, como mostrado na Figura 1A. Em uma
modalidade ilustrativa, um componente de fator de crescimento da se-
quéncia de proteina sintética pode incluir uma sequéncia que € menos
de 80% idéntica ao EGF. Por exemplo, um componente de fator de
crescimento pode incluir uma sequéncia de EGF com 11 substituicbes
de aminoacidos que podem aumentar a imunogenicidade da porgao de
fator de crescimento da sequéncia de proteina sintética. Sem estar li-
mitado pela teoria, acredita-se que a regido do EGF que ‘apresenta’ ou
restringe o loop ((por exemplo, a regidao definida por Cys6 a Cys31)
pode ser uma importante inclusdo na proteina sintética e passivel de
ser alvo de modificacdo de aminoacidos. Em uma modalidade ilustrati-
va, regides fora de Cys6 a Cys31 também podem ser direcionadas pa-
ra modificagdo (por exemplo, E11 e A12).

[0068] Em uma modalidade ilustrativa, os dominios TSP1 e TSP2
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de hEGF podem ser modificados como mostrado na Figura 1B para
criar regides de EGF sintético (sSEGF) a serem incluidas em uma prote-
ina / molécula sintética neste documento.

[0069] Em uma modalidade ilustrativa, as proteinas / moléculas
sintéticas aqui descritas podem incluir todos ou uma porcao de fatores
de crescimento, incluindo, sem limitacédo, fatores de crescimento, tal
como, por exemplo, Neuregulina 18 (NRG1B), Fator de Crescimento
Transformante a (TGFa), fator de crescimento Endotelial vascular
(VEGF) e similares.

[0070] Em outras modalidades ilustrativas, as proteinas / molécu-
las sintéticas aqui descritas podem incluir um ou mais ligantes ou es-
pacadores. Uma ou mais das modalidades descritas acima incluem
sEGF fundido a CT-B, de modo que a por¢cdo sEGF da molécula sinté-
tica seja separada da porgcdo CT-B por um ligante GGSGG-
TSGGGGGGSG. Estas proteinas recombinantes ou quiméricas resul-
tantes incluiram essencialmente sEGF fundido diretamente a CT-B.
Em outras modalidades ilustrativas, os componentes EGF e CT-B da
proteina quimérica sdo efetivamente separados por 3 a 14 aminodci-
dos, que formam um espacador ou ligante flexivel entre os dois domi-
nios. E considerado dentro do escopo da descrigdo que o ligante pode
ter 3,4, 5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13 ou 14 aminoacidos de comprimen-
to. Em alguns casos em que um fator de crescimento tem um tamanho
maior (por exemplo, fator de crescimento humano), pode ser util usar
uma sequéncia ligante mais longa. Os seguintes ligantes exemplificati-
vos podem ser usados e incluem, mas n&o estao limitados aos seguin-
tes: SSG, SSGGG, SGG, GSSG, GGSGG, GGGGS, SSGGGSGEG,
SSGGGGSGGG, TSGGGSG, TSGGGGSGG, SSGGGSGGSSG, GGS
GGTSGGGSG, SGGTSGGGGSGG, GGSGGTSGGGGSGG, SSGGG
GSGGGSSG, SSGGGSGGSSGGG e SSGGGGSGGGSSGGG. Um

versado na técnica apreciara que existem muitas outras sequéncias /
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combinagdes principalmente de ‘G’ e ‘S’ que também serviriam como
sequéncias ligantes uteis.

[0071] Sem estar limitado por nenhuma teoria em particular, é
considerado que as proteinas / moléculas sintéticas descritas neste
documento fornecam beneficios clinicos significativos. Por exemplo, as
proteinas / moléculas sintéticas aqui descritas podem ser expressas
em sistemas bacterianos em escala e pureza comerciais, enquanto
produzem polipeptideos estaveis que se dobram corretamente e séo
funcionais. Além disso, as proteinas / moléculas sintéticas aqui descri-
tas sdo capazes de formar pentdmeros. Além disso, as proteinas / mo-
léculas sintéticas aqui descritas tém a propriedade vantajosa de exigir
niveis muito mais baixos de proteina para vacinagado porque a quanti-
dade de veiculo necessaria € significativamente menor do que os mé-
todos da técnica anterior (por exemplo, Patente US No. 5.984.018 de
Davila e outros). A este respeito, as proteinas / moléculas sintéticas
aqui descritas sao capazes de fornecer mais fator de crescimento a
um paciente em um volume significativamente menor de vacina.
Adjuvante

[0072] Certas modalidades ilustrativas, conforme aqui fornecidas,
incluem proteinas / moléculas sintéticas de acordo com a descrigédo
nas composigdes de vacinas e composi¢des de adjuvantes imunologi-
cos, incluindo composicdes farmacéuticas, que contém, além de prote-
inas / moléculas sintéticas, pelo menos um adjuvante, que se refere a
um componente de tais composigdes que tem atividade adjuvante. Um
adjuvante tendo essa atividade adjuvante inclui uma composicédo que,
quando administrada a um individuo tal como um humano (por exem-
plo, um paciente humano), um primata ndo humano, um mamifero ou
outro organismo eucariotico superior com um sistema imunoldgico re-
conhecido, € capaz de alterar (isto €, aumentar ou diminuir de uma

maneira estatisticamente significativa e em certas modalidades prefe-
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renciais, intensificar ou aumentar) a poténcia e / ou longevidade de
uma resposta imune. Em certas modalidades ilustrativas descritas nes-
te documento, um antigeno e / ou antigenos desejados contém dentro
um veiculo de proteina e, opcionalmente, um ou mais adjuvantes, po-
dem assim alterar, por exemplo, provocar ou aprimorar uma resposta
imune que é direcionada contra o antigeno e / ou antigenos desejados
que podem ser administrados ao mesmo tempo ou podem ser separa-
dos no tempo e / ou espaco (por exemplo, em um sitio anatémico dife-
rente) em sua administragdo, mas certas modalidades ilustrativas n&o
sao destinadas a ser assim limitadas e, portanto, também consideram
a administragcéo de proteinas / moléculas sintéticas em uma composi-
¢ado que nao inclui um antigeno especificado, mas que também pode
incluir, mas ndo esta limitado a, um ou mais coadjuvantes, um modifi-
cador da resposta imune imidazoquinolina.

[0073] Por conseguinte, e como observado acima, adjuvantes in-
cluem composi¢ées que tém efeitos adjuvantes, tal como saponinas e
miméticos de saponina, incluindo miméticos QS21 e QS21 (ver, por
exemplo, Patente US. No. 5.057.540; EP 0 362 279 BIl; WO 95/17210),
alumen, alcaloides vegetais tal como tomatina, detergentes tal como
(mas ndo limitado a) saponina, polissorbato 80, Span 85 e estearil tiro-
sina, uma ou mais citocinas (por exemplo, GM-CSF, IL-2, IL-7, IL-12,
TNF-alfa, IFN-gama), um modificador de resposta imune imidazoqui-
nolina e um modificador imune de haste — algca dupla (dSLIM, por
exemplo, Weeratna e outros, 2005 Vaccine 23: 5263).

[0074] Os detergentes incluindo saponinas sao descritos, por
exemplo, na Patente No. 6.544.518; Lacaille-Dubois, M e Wagner H.
(1996 Phytomedicine 2: 363 a 386), Patente 5.057.540, Kensil, Crit.
Rev Ther Drug Carrier Syst, 1996, 12 (1-2): 1 a 55, e EP 0 362 279 BI.
Estruturas particuladas, denominadas Complexos Imunoestimulantes

(ISCOMS), compreendendo fragbes de Quil A (saponina), sdo hemoli-
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ticas e foram utilizadas na fabricagcdo de vacinas (Morein, B., EP 0 109
942 B ). Foi relatado que estas estruturas tém atividade adjuvante (EP
0 109 942 B 1; WO 96/1 1711). As saponinas hemoliticas QS21 e
QS17 (fracdes de Quil A purificadas por HPLC) foram descritas como
potentes adjuvantes sistémicos, e o método de sua produgado é des-
crito na Patente US 5.057.540 e EP 0 362 279 Bl. Também descrito
nessas referéncias é o uso de QS7 (uma fragcdo ndo hemolitica de
Quil-A), que atua como um potente adjuvante para vacinas sistémicas.
O uso de QS21 ¢ ainda descrito por Kensil e outros (1991. J. Immuno-
logy 146: 431 a 437). Também sdo conhecidas combinag¢des de QS21
e polissorbato ou ciclodextrina (WO 99/10008). Os sistemas adjuvan-
tes particulados compreendendo fracoes de QuilA, tal como QS21 e
QS7, séo descritos nos documentos WO 96/33739 e WO 96/1 1711.
Outras saponinas que foram usadas em estudos de vacinagao sisté-
mica incluem aquelas derivadas de outras espécies vegetais, tal como
Gypsophila e Saponaria ( Bomford e outros, Vaccine, 10 (9): 572 a
577, 1992). A escina é outro detergente relacionado as saponinas pa-
ra uso nas composig¢des adjuvantes das modalidades aqui descritas. A
escina € descrito no indice Merck (12.a ed. Entrada 3737) como uma
mistura de saponina que ocorre na semente do castanheiro, Aesculus
hippocastaenum. O seu isolamento é descrito por cromatografia e puri-
ficacdo (Fiedler, Arzneimittel-Forsch. 4, 213 (1953)) e por resinas de
troca ibnica (Erbring e outros, Patente U.S. No. 3.238.190). As fragdes
de escina (também conhecidas como aescina) foram purificadas e
demonstraram ser biologicamente ativas (Yoshikawa M, e outros
(Chem Pharm Bull (Téquio), agosto de 1996; 44 (8): 1454 a 1464)). A
digitonina é outro detergente, também sendo descrito no indice Merck
(122 Ed., Entrada 3204) como uma saponina, derivada das sementes
de Digitalis purpurea e purificada de acordo com o procedimento des-
crito por Gisvold e outros, J. Am. Pharm. Assoc., 1934, 23, 664; e Ru-
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benstroth-Bauer, Physiol. Chem., 1955, 301, 621.

[0075] Outros adjuvantes ou coadjuvantes para uso de acordo
com certas modalidades aqui descritas incluem um copolimero em
bloco ou polimero biodegradavel, que se refere a uma classe de com-
postos poliméricos com os quais os versados na técnica estao familia-
rizados. Exemplos de um copolimero em bloco ou polimero biodegra-
davel que pode ser incluido em uma composi¢ao de vacina ou em um
adjuvante imunolégico incluem Pluronic.RTM. L121 (BASF Corp.,
Mount Olive, N. J.; ver, por exemplo, Yeh e outros, 1996 Pharm. Res.
13: 1693).

[0076] Certas modalidades ilustrativas adicionais consideram ad-
juvantes imunoldgicos que incluem, mas ndo estdo limitados a, um
oleo que, em algumas dessas modalidades, pode contribuir com ativi-
dade coadjuvante e, em outras modalidades, pode adicional ou alter-
nativamente fornecer um veiculo ou excipiente farmaceuticamente
aceitavel. Qualquer numero de dleos adequados € conhecido e pode
ser selecionado para inclusdo em composi¢cdes de vacina e composi-
¢bes adjuvantes imunoldgicas com base na presente descricio.
Exemplos desses dleos, a titulo de ilustragcao e ndo de limitagao, inclu-
em esqualeno, esqualano, 6leo mineral, 6leo de oliva, colesterol, e um
mono-oleato de manida.

[0077] Modificadores de resposta imune, tal como modificadores
de resposta imune imidazoquinolina, também sao conhecidos na téc-
nica e também podem ser incluidos como adjuvantes ou coadjuvantes
em certas modalidades presentemente descritas.

[0078] Como também observado acima, um tipo de adjuvante ou
coadjuvante para uso em uma composi¢cdo de vacina de acordo com a
descricdo pode ser os coadjuvantes de aluminio, que geralmente sao
chamados de "alumen". Os coadjuvantes de alumen sdo baseados no

seguinte: oxi-hidroxido de aluminio; hidroxifosfato de aluminio; ou va-
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rios sais proprietarios. Os coadjuvantes de alumen sdo vantajosos
porque tém um bom registro de seguranga, aumentam as respostas de
anticorpos, estabilizam antigenos, e sido relativamente simples para a
produgado em larga escala. (Edelman 2002 Mol. Biotechnol. 21: 129 a
148; Edelman, R. 1980 Rev. Infect. Dis. 2: 370 a 383).

Composicoes Farmacéuticas

[0079] Em certas modalidades ilustrativas, a composi¢édo farma-
céutica € uma composicao de vacina que compreende as proteinas /
moléculas sintéticas de acordo com a descricdo e pode ainda compre-
ender um ou mais componentes, conforme aqui fornecidos, que sao
selecionados a partir de agonista de TLR, coadjuvante (incluindo, por
exemplo, uma citocina, um modificador de resposta imune imidazoqui-
nolina e / ou um dSLIM) e similares e / ou um construto de expressao
recombinante, em combinagdo com um veiculo, excipiente ou diluente
farmaceuticamente aceitavel.

[0080] Os veiculos ilustrativos serdo nao toxicos aos receptores
nas dosagens e concentragdes usadas. Para vacinas compreendendo
proteinas / moléculas sintéticas, serdo administrados cerca de 0,01 pg
/ kg a cerca de 100 mg / kg de peso corporal, tipicamente por via intra-
dérmica, subcutanea, intramuscular ou intravenosa, ou por outras vias.
[0081] Estara evidente para os versados na técnica que o numero
e a frequéncia da administracdo dependeréo da resposta do hospedei-
ro. "Veiculos farmaceuticamente aceitaveis" para uso terapéutico sao
bem conhecidos na técnica farmacéutica e s&o descritos, por exemplo,
em Remington’s Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Co. (A. R.
Gennaro edit.,, 1985). Por exemplo, solugdo salina estéril e solugao
salina tamponada com fosfato em pH fisiolégico pode ser usada. Con-
servantes, estabilizadores, corantes e até agentes flavorizantes podem
ser fornecidos na composic¢ao farmacéutica. Por exemplo, benzoato de

sodio, acido ascorbico e ésteres de acido p-hidroxibenzoico podem ser
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adicionados como conservantes. Além disso, podem ser utilizados an-
tioxidantes e agentes de suspensio.

[0082] As composicoes farmacéuticas podem estar em qualquer
forma que permita que a composicao seja administrada a um paciente.
Por exemplo, a composicao pode estar na forma de um sdlido, liquido
ou gas (aerossol). As vias de administragao tipicas incluem, sem limi-
tacao, via oral, topica, parentérica (por exemplo, sublingual ou bucal),
sublingual, retal, vaginal e intranasal (por exemplo, como uma asper-
sao). O termo parentérica, como aqui utilizado, inclui administracao
iontoforética sonoforética, transdérmica passiva, administracdo por mi-
croagulhas e também injecdes subcutaneas, técnicas de injegao ou
infusdo intravenosa, intramuscular, intraesternal, intracavernosa, intra-
tecal, intrameatal, intrauretral. Em uma modalidade especifica, uma
composicdo como aqui descrita (incluindo vacina e composi¢des de
farmacéuticas) € administrada por via intradérmica por uma técnica
selecionada a partir de iontoforese, microcavitagao, sonoforese ou mi-
croagulhas.

[0083] A composigao farmacéutica € formulada de modo a permitir
qgue os ingredientes ativos nela contidos estejam biodisponiveis apds a
administracdo da composi¢cao a um paciente. As composi¢des que se-
rao administradas a um paciente assumem a forma de uma ou mais
unidades de dosagem, onde, por exemplo, um comprimido pode ser
uma unidade de dosagem unica, e um recipiente de um ou mais com-
postos da invencao na forma de aerossol pode conter uma pluralidade
de unidades de dosagem.

[0084] Para administracdo oral, um excipiente e / ou ligante pode
estar presente. Exemplos séo sacarose, caulim, glicerina, dextrinas de
amido, alginato de sddio, carboximetil celulose e etil celulose. Podem
estar presentes agentes corantes e / ou flavorizantes. Um invélucro de

revestimento pode ser usado.
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[0085] A composicao pode estar na forma de um liquido, por
exemplo, um elixir, xarope, solugao, emulsdo ou suspensdo. O liquido
pode ser para administracdo oral ou para administragao por injegao,
como dois exemplos. Quando destinadas a administracdo oral, as
composicdes preferenciais contém um ou mais agentes adocgantes,
conservantes, corante e intensificadores de sabor. Em uma composi-
cao destinada a ser administrada por injegdo, um ou mais de um ten-
soativo, conservante, agente umectante, agente dispersante, agentes
de suspensao, tampao, estabilizador e agente isoténico podem ser in-
cluidos.

[0086] Uma composigcao farmacéutica liquida como aqui utilizada,
seja na forma de uma solugdo, suspensao ou outra forma semelhante,
pode incluir um ou mais dos seguintes veiculos ou excipientes: diluen-
tes estéreis, tal como agua para injecao, solugao salina, preferencial-
mente solugdo salina fisioldgica, solugdo de Ringer, cloreto de sodio
isotdnico, 6leos fixos tal como esqualeno, esqualano, 6leo mineral, um
mono-oleato de manida, colesterol e / ou mono- ou diglicerideos sinté-
ticos que podem servir como solvente ou meio de suspensao, polieti-
leno glicois, glicerina, propileno glicol ou outros solventes; agentes an-
tibacterianos tal como benzil alcool ou metil parabeno; antioxidantes tal
como acido ascorbico ou bissulfito de sédio; agentes quelantes tal co-
mo acido etilenodiaminotetracético; tampdes tal como acetatos, citra-
tos ou fosfatos, e agentes para o ajuste da tonicidade tal como cloreto
de sddio ou dextrose. A preparacao parentérica pode ser colocada em
ampolas, seringas descartaveis ou frascos para doses multiplas de
vidro ou plastico. Uma composi¢ao farmacéutica injetavel é de prefe-
réncia esteéril.

[0087] Em uma modalidade particular, uma composi¢cao farmacéu-
tica ou de vacina da invencdo compreende uma suspensao aquosa

estavel de menos de 0,2 um e compreende ainda pelo menos um
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componente selecionado a partir do grupo que consiste de fosfolipi-
dios, acidos graxos, tensoativos, detergentes, saponinas, lipidios fluo-
rados, e similar.

[0088] Também pode ser desejavel incluir outros componentes em
uma composicado farmacéutica ou de vacina, tal como veiculos de en-
trega, incluindo, entre outros, sais de aluminio, emulsdes de agua em
oleo, veiculos de 6leo biodegradavel, emulsdes de 6leo em agua, mi-
crocapsulas biodegradaveis, e lipossomas. Exemplos de substancias
imunoestimuladoras adicionais (coadjuvantes) para uso em tais veicu-
los também s&o descritos acima e podem incluir N-acetiimuramil-L-
alanina-D-isoglutamina (MDP), glucano, IL-12, GM-CSF, interferon
gama e IL-12.

[0089] Embora qualquer veiculo adequado conhecido dos versa-
dos na técnica possa ser usado nas composi¢coes farmacéuticas desta
invengéao, o tipo de veiculo variara dependendo do modo de adminis-
tracao e se € desejada uma liberagdo sustentada. Para administragao
parentérica, tal como inje¢cdo subcutanea, o veiculo compreende de
preferéncia agua, solucao salina, alcool, gordura, cera ou tampao. Pa-
ra administragao oral, qualquer um dos veiculos acima ou um veiculo
sélido, tal como manitol, lactose, amido, estearato de magnésio, saca-
rina de soédio, talco, celulose, glicose, sacarose e carbonato de mag-
nésio, pode ser usado. As microesferas biodegradaveis (por exemplo,
galactideo polilatico) também podem ser empregues como veiculos
para as composicdes farmacéuticas desta invencao.

[0090] As composicdes farmacéuticas também podem conter dilu-
entes, tal como tampdes, antioxidantes tal como acido ascorbico, poli-
peptideos de baixo peso molecular (menos de cerca de 10 residuos),
proteinas, aminoacidos, carboidratos incluindo glicose, sacarose ou
dextrinas, agentes quelantes tal como EDTA, glutationa e outros esta-

bilizadores e excipientes. Solucao salina tamponada neutra ou solucéo
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salina misturada com albumina sérica inespecifica sdo exemplos de
diluentes apropriados. De preferéncia, o produto pode ser formulado
como um liofilizado utilizando solugbées de excipiente apropriadas (por
exemplo, sacarose) como diluentes.

[0091] Em uma modalidade ilustrativa, o dominio de suporte do
epitopo ou receptor da proteina / molécula sintética, derivado de uma
sequéncia polipeptidica natural ou sintética, deve ter a capacidade de
se automontar em multimeros oligoméricos em condi¢gdes quimicas /
ambientais apropriadas ou ser reduzido a monémeros sob condigbes
alternativas. ldealmente, os dominios de multimerizagcdo se montarao
em multimeros estaveis com um numero discreto de subunidades, por
exemplo, dimeros, trimeros, tetrameros, pentameros, etc., de modo
que um produto de tamanho homogéneo seja gerado. Exemplos de
polipeptideos naturais incluem, entre outros, ziperes de leucina, prote-
ina repressora de lac, estreptavidina / avidina, subunidade da toxina B
da codlera, dominio de trimerizagdo de Pseudomonas, e proteinas do
capsideo viral.

[0092] Em uma modalidade ilustrativa, € descrito um processo de
preparacao de uma molécula multivalente. Nesta modalidade ilustrati-
va, 0 processo inclui a montagem de multimeros a partir de subunida-
des monoméricas para formar uma proteina sintética incluindo um ou
mais antigenos tumorais, receptores e / ou fatores de crescimento ou
partes deles.

[0093] Em outra modalidade ilustrativa, € descrito um processo de
preparacao de uma formulacdo de vacina. Nesta modalidade ilustrati-
va, 0 processo inclui misturar um ou mais multimeros monovalentes
unicos juntos, preparando uma vacina multivalente incluindo uma pro-
teina / molécula sintética, incluindo um ou mais antigenos tumorais,
receptores e / ou fatores de crescimento ou partes deles.

[0094] Em ainda outra modalidade ilustrativa, é descrito um pro-
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cesso para o tratamento de um paciente. Nesta modalidade ilustrativa,
0 processo inclui administrar separadamente ao paciente uma ou mais
proteinas recombinantes monovalentes, um antigeno tumoral, receptor
e / ou fator de crescimento, no mesmo dia ou em dias ou horarios al-
ternados durante um periodo de vacinagao.

[0095] Embora a proteina / molécula sintética seja descrita como
incluindo ou expressando um ou mais de todos ou uma porg¢ao de pelo
menos uma sequéncia dos antigenos tumorais, os fatores de cresci-
mento e / ou os receptores, e a sequéncia CT-B, a proteina / molécula
sintética pode incluir a sequéncia CT-B natural ou uma sequéncia
substancialmente semelhante a sequéncia CT-B natural e / ou uma
sequéncia sintética. Embora a proteina / molécula sintética seja descri-
ta como incluindo ou expressando a sequéncia CT-B, a proteina / mo-
lécula sintética pode incluir ou expressar uma derivacdo da sequéncia
CT-B ou uma sequéncia que é substancialmente semelhante a se-
quéncia CT-B.

[0096] Embora as proteinas / moléculas sintéticas homogéneas
gue expressam ou incorporem um ou mais antigenos tumorais, fatores
de crescimento sintéticos e / ou receptores tenham sido descritas e
ilustradas em conjunto com certas modalidades, muitas variagdes e
modificacbes serao evidentes para os versados na técnica e podem
ser feitas sem abandonar o espirito e o escopo da descri¢cdo. A descri-
¢ao nao deve, portanto, estar limitada aos detalhes precisos da meto-
dologia ou construgcdo estabelecidos acima, pois essas variagbes e
modificacbes devem ser incluidas no escopo da descri¢ao.
EXEMPLOS

[0097] A presente descricdo é ainda ilustrada pelos exemplos a
seqguir, que nao deve ser interpretada como limitante. O conteudo de
todas as referéncias, numeros de acesso ao GenBank e Gene, e pa-

tentes publicadas e pedidos de patentes citadas ao longo do pedido
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sao aqui incorporados por referéncia. Os versados na técnica reco-
nhecerao que a descricdo pode ser praticada com variacdes nas estru-
turas, materiais, composicdes e métodos descritos, e essas variacdes
sao consideradas como dentro do escopo da descricao.

Exemplo 1: Protocolo de imunizagdo com BVN22E

[0098] O BVNZ22E foi expresso no citoplasma de 500 mililitros (ml)
de células BL21 pLys6 como corpos de inclusdo usando protocolos
padrdo. Os corpos de exclusao foram isolados por centrifugacéo, lava-
dos e solubilizados em 10 ml de Ureia a 8M e DTT a 2 mM. Um mililitro
da solugéo de proteina foi dobrado novamente por diluicdo por gote-
jamento em 100 ml de tampé&o Tris-HCl a 50 mM, Ureiaa 2 M, DTT a 1
mM pH 7,4 contendo um tampéo redox (GSH / GSSG) durante um pe-
riodo de 1 hora. A proteina foi armazenada a 4°C para permitir que a
dobragem continuasse.

[0099] A proteina largamente dobrada foi trocada por tampédo em
Trsi-HCl a 50 mM pH 8,0 por dialise e depois purificada por cromato-
grafia de troca ibnica (IEX) em uma coluna HP Q ‘Hitrap’. A fragdo que
equivale ao BVN22E eluido foi isolada por eluicao por etapas, e poste-
riormente purificada em uma coluna de exclusdo de tamanho
Sephadex 75 para separar a proteina pentamérica de outros estados
oligoméricos. Esta foi depois purificada para remover a endotoxina
usando metodologias padrao.

[00100] A proteina foi imunizada em coelhos (n = 5) a 100 pg / inje-
¢ao na injecdo completa de Freund (somente inje¢cdo primaria) ou in-

completa de Freund (injecbes de refor¢co) usando o seguinte escalo-

namento:

Dia 0 Pré-sangramento

Dia 0 Imunizacgao

Semana 4 Reforco 1

Semana 6 Sangramento de teste 1

Peticao 870200007905, de 17/01/2020, pag. 118/135



47/55

Semana 8 Reforco 2

Semana 9 Sangramento de teste 2
Semana 12 Reforco 3

Semana 13 Sangramento final

[00101] Os soros de coelhos individuais foram purificados por pre-
cipitacdo padrao de acido caprilico para isolar a fragdo de IgG, e os
anticorpos purificados foram ou reunidos ou analisados individualmen-
te.

Exemplo 2: Ensaio ELISA de ligacao

[00102] As placas foram revestidas por 1 hora em temperatura am-
biente com 100 ul de rhEGF a 1 pyg / ml, lavadas x3 com PBS e blo-
queadas com 200 pl / pogco de BSA a 2% por 2 horas. As placas foram
lavadas como descrito e 200 pl / pogo de IgG purificada foram adicio-
nados ao primeiro po¢co. Cem microlitros a partir dos primeiros pocos
foram pipetados em 100 pl de PBS em pocgos adjacentes, e duas dilui-
¢cbes em série foram feitas através da placa. As placas foram incuba-
das em temperatura ambiente durante 1 hora e lavadas como antes. O
anticorpo secundario anticoelho marcado com HRP foi adicionado con-
forme prescrito e incubado por 1 hora em temperatura ambiente antes
da lavagem com PBS-tween. Cem microlitros / pogo de substrato TMB
foram adicionados, e incubados até a cor se desenvolver. As reacdes
foram paradas com 50 mL de H2SO4 a 1 M e as placas foram lidas a
450 nm.

[00103] Como mostrado na Figura 2, a titulagdo da fragdo de IgG
purificada de cada um dos cinco coelhos imunizados no ensaio de li-
gacgao a rhEGF foi aproximadamente consistente ao longo do intervalo
de diluicdo em série de 1.000 a 1.000.000 vezes, indicando uma forte
resposta imune ao BVN22E em cada um dos coelhos imunizados.
[00104] Para testar a especificidade e a sensibilidade da resposta

imune de BVN22E, as fragcbes de IgG purificadas de cada um dos cin-
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co coelhos foram reunidas e comparadas no ensaio de ligacédo a
rhEGF as fragdes de IgG purificadas de um grupo de cinco que foram
imunizados com uma proteina equivalente contendo dois dominios na-
tivos de EGF (sequéncia inferior na Figura 1B).
Exemplo 3: Ensaio de fosforilagdo de EGFR A431 (sinalizagcdo de
EGF)
[00105] As células A431 foram cultivadas com confluéncia de 50%
em frascos de cultura T75 sob condi¢des padrdo em DMEM suplemen-
tado com FBS a 10%. As células foram lavadas por pipetagem do
meio e adicionando 10 ml de PBS pré-aquecido. Este foi entdo remo-
vido e foram adicionados 2 ml de tripsina. O frasco foi incubado por 20
minutos (ou mais, se necessario) para permitir que as células se sepa-
rassem do baldo. Dez mililitros de DMEM fresco foram adicionados ao
frasco, e as células foram entdo transferidas para um tubo ‘Falcon’ de
50 ml. As células foram peletizadas suavemente a 250 x g por 10 mi-
nutos, o sobrenadante decantado para remover a tripsina, e as células
foram entdo ressuspensas em 10 ml de DMEM fresco.
[00106] Duzentos microlitros de células foram pipetados em cada
poco da placa de 96 pocos, que foi entdo incubada durante a noite pa-
ra permitir que as células aderissem a placa. No dia seguinte, todos os
pocos foram lavados uma vez com PBS, e foi adicionado meio fresco
sem soro. As placas foram entdo incubadas por outro dia / durante a
noite para permitir que um nivel basal de fosforilagdo de EGF-R se es-
tabelecesse.
[00107] Para analisar as células, o meio foi removida, e um dos se-
guintes foi adicionado:

i) 100 ul de meio sem soro fresco (ativagao basal de EGF-
R);

ii) 100 pl de SFM + rhEGF a 30 ng / ml (controle de ativa-
¢ao do EGF-R);
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iii) 100 yl de SFM + anticorpo de controle (neutralizante) na
concentracao desejada (5 ug / ml); ou

iv) 100 ul de SFM + anticorpo na concentracédo desejada +/-
rhEGF a 30 ng / ml.
[00108] Para pogos que exigem rhEGF e anticorpo (controle ou
amostra), foram preparados 500 mL de reacdo em tubos Eppendorf e
pré-incubados por 1 hora a 37°C. Cem microlitros foram entédo aplica-
dos as células A431 como acima.
[00109] Em todos os ensaios, foram preparados pogos quadruplica-
dos. As células foram incubadas com o meio de reacao por 60 minutos
a 37°C em CO2 a 5%.
[00110] Apds o tempo de incubacado, o meio foi removido por pipe-
tagem e foram adicionados 40 pl de tampédo de lise (ureia a 6M,
TrisHCIl a 50M pH7,9, SDS a 2%, beta-mercaptoetanol a 5%) por poco
adicionado. A placa foi incubada por 10 minutos na bancada para lisar
as células. As reagdes de 4 pogos replicados para cada amostra foram
pipetadas suavemente para cima e para baixo, raspando o fundo do
poco para liberar todo o lisado, e transferidas para um tubo Eppendorf
fresco. Vinte microlitros de corante de carga foram adicionados a cada
tubo, e os tubos foram fervidos por 10 minutos seguidos de centrifuga-
¢ao por 5 minutos em velocidade maxima.
[00111] As amostras foram usadas diretamente para Western blots
ou armazenadas a 4°C até serem necessarias.
[00112] Os Westerns blots foram realizados em duplicado, com
uma membrana sendo sondada com anticorpo anti-EGFR de coelho
(Abcam ab52894) para normalizar os niveis de expressao de receptor
entre amostras, e a segunda com anticorpo de coelho especifico para
EGFR fosforilado (Abcam ab32578) para avaliar os niveis de ativacao
de receptor. Ambas foram desenvolvidas com anticorpo anticoelho
marcado com HRP (Abcam ab97051).
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[00113] Como mostrado nas Figuras 4A-4B, BVN22E é capaz de
estimular a fosforilagdo de EGFR em células A431. Em particular, a
Figura 4A mostra um Western blot ilustrando que BVN22E é capaz de
estimular a fosforilagdo do EGFR de células A431 na mesma extensao
que uma molécula semelhante contendo dominios nativos de EGF
humano, e que essa estimulacido ocorre de maneira concentracao-
dependente. A Figura 4B mostra os resultados de um ensaio seme-
Ihante, mas sem comparagcdo com uma molécula baseada em EGF.
[00114] Os anticorpos anti-BVN22E s&o capazes de neutralizar a
ativagdo de EGFR. Como mostrado na Figura 5, IgG combinada purifi-
cada de 5 coelhos imunizados com BVN22E em duas concentracdes é
capaz de neutralizar a ativagcdo de EGFR de células A431 por 30 ng /
ml de rhEGF de maneira semelhante a um anticorpo monoclonal neu-
tralizante comercialmente disponivel (por exemplo, anticorpo monoclo-
nal 10825 da R&D Systems). A Figura 6 mostra que os soros individu-
ais de cada um dos 5 coelhos imunizados com BVN22E s&o capazes
de neutralizar a ativacdo de EGFR das células A431 por 30 ng / ml de
rhEGF de maneira semelhante a um anticorpo monoclonal neutralizan-
te comercialmente disponivel.

[00115] Os anticorpos anti-BVN22E s&o capazes de neutralizar a
ativagdo de EGFR mesmo apds apenas uma injegao de reforgco. Por
exemplo, a Figura 7 mostra que os soros reunidos de coelhos subme-
tidos a imunizacdo com BVN22E foram capazes de neutralizar a sina-
lizagdo de EGFR a partir de 30 ng / ml de rhEGF em células A431
apo6s apenas uma injecao de reforco (teste de sangramento 1) tao efi-
cazmente quanto um anticorpo monoclonal neutralizante (por exemplo,
anticorpo monoclonal R&D Systems 10825). Os soros de animais an-
tes da imunizagao nao tinham atividade neutralizante (pista 5).

[00116] Além disso, os anticorpos anti-BVN22E sao bastante efica-

zes na neutralizacdo da ativagao de EGFR. Por exemplo, a Figura 8
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mostra que a atividade neutralizante de IgG anti-BVN22E é semelhan-
te a de IgG purificada de animais imunizados com uma molécula com-
paravel, incluindo apenas dominios nativos de EGF e com a seguinte

sequéncia:
NSDSECPLSHDGYCLHDGVCMYIEALDKYACNCVVGYIGERCQYRDLKWWELRGSSGNSDSECPLSHD
GYCLHDGVCMYIEALDKYACNCVVGYIGERCQYRDLKWWELRGGSGGTSGGGGGSGTPONITDLCAEY
HNTQITHTLNDKIFSYTESLADKREMAITITFKNGATFQVEVPGSQHIDSQKKATIERMKDTLRIAYLTEA
KVEKLCVWNNKTPHATAATISMAN.

Exemplo 4: Comparagao da poténcia de BVN22E com imunogene na-
tivo baseado em hEGF

[00117] O BVN22E foi expresso e purificado como descrito no
Exemplo 1 acima. O imunogene nativo baseado em EGF foi preparado
por ligacdo cruzada quimica de rhEGF com uma proteina bacteriana
imunogénica de tamanho similar aos pentameros de CTB.

[00118] As proteinas foram imunizadas em camundongos (n = 10) a
30 ug / injegao na injecéo completa de Freund (somente injegdo prima-
ria) ou incompleta de Freund (injecao de refor¢go) usando o seguinte

escalonamento:

Dia 0 Pré-sangramento
Dia 0 Imunizacgao

Dia 14 Sangramento 2
Dia 14 Reforco

Dia 28 Sangramento 3

[00119] Os soros de cada grupo de 10 camundongos foram reuni-
dos e utilizados em trés concentragdes diferentes para avaliar a fosfo-
rilagao / inibicao da fosforilacdo de células A431 por rhEGF exatamen-
te como descrito no Exemplo 3 acima.

[00120] A Figura 9 mostra que os soros gerados por ambos 0s imu-
nogenes foram capazes de provocar uma resposta imune que incluia
anticorpos capazes de bloquear a via de sinalizagdo de EGF. Também

pode ser observado, ao comparar a pista 4 com 7, e a pista 5 com 8,
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que o soro anti-BVN22E tem uma atividade neutralizante maior que os
antissoros para o imunogene contendo EGF nativo.

Exemplo 5: Neuregulina 1 B sintética estavel pode ser produzida por
sistemas de expresséao bacteriana

[00121] As moléculas a base de neuregulina 18 (NRG1B) provaram
ser muito dificeis de produzir e usar. Por exemplo, € muito dificil pro-
duzir NRG1 funcional em E. coli porque essa NRG1[3 gerada por bac-
térias é produzida com rendimentos muito baixos, é indesejavelmente
glicosilada, e € incapaz de se dobrar em uma forma funcionalmente
ativa. Além disso, a proteina NRG1B produzida bacterianamente néo é
estavel. Por exemplo, a Neuregulina de ocorréncia natural nativa é na-
turalmente muito instavel, e o material adquirido comercialmente tem
uma vida util de apenas um més a -80° C.

[00122] NRG1B inclui a seguinte sequéncia:
GTSHLVKCAEKEKTFCcVNGGECFMVKDLSNPSRYLcKcPNEFTGDRCONYVMASF

[00123] A porcéo equivalente de BVN22E inclui a seguinte sequén-
cia:

NTENDCPLSHEAYCLHDGVcMYIEALDKYACNCVVGYVGERCQFRDLRWWDAR
[00124] Para testar se porcdes da sequéncia de BVN22E poderiam
exercer efeitos positivos no rendimento, estabilidade e fungédo do poli-
peptideo NRG1[3, regides de NRG1[3 entre os residuos de cisteina (le-
tras minusculas) foram sistematicamente substituidas pelas regides
equivalentes do polipeptideo BVN22E. Surpreendentemente, a porgao
de BVN22E localizada entre a primeira e a segunda cisteina (por
exemplo, PLSHEAY) teve um impacto benéfico quando incorporada na
posicdo analoga com NRG1[B, enquanto as regides entre os residuos
de cisteina restantes n&o. Esta sequéncia polipeptidica "sintética" hi-
brida € chamada de um polipeptideo hibrido NRG-BVN e tem a se-
guinte sequéncia:

[00125] Polipeptideo hibrido NRG-BVN (SEQ ID NO: 11)
GTSHLVKCPLSHEAYCVNGGECFMVKDLSNPSRYLCKCcPNEFTGDRCQNYVMASFE
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[00126] O polipeptideo hibrido NRG-BVN pode ser expresso em E.
coli como uma proteina dobrada e purificada em uma versao modifica-
da (mas ainda muito semelhante) do processo de purificagdo de
BVN22E como pentamero. A sequéncia de NRG-BVN também pode
ser expressa em uma forma soluvel dobrada em uma cepa apropriada
de E. coli, embora com menor rendimento.

[00127] Como mostrado nas Figuras 10 e 11, as bandas em um
Western Blot refletem a capacidade do anticorpo anti-NRG de reco-
nhecer varios estados de proteina.

[00128] A Figura 12 mostra um ensaio de ativagéo de células MCF-
7 em que o painel superior mostra a ativacao (por exemplo, fosforila-
¢éo) do receptor ERB3 por rhNRG-1[ (pista 2), a molécula sintética de
NRG-CTB (pista 4), e a inibicdo de ambos com um anticorpo neutrali-
zante (Pistas 3 e 5). O painel inferior € um controle para a expressao
do receptor ERB3. Estes dados mostram que o polipeptideo hibrido
sintético NRG-BVN mostra estabilidade significativa (por exemplo, néo
houve degradacgao visivel apés > 1 més). Além disso, o polipeptideo
hibrido NRG-BVN também nao se liga ao EGFR (ERB1), o receptor
natural de EGF.

Exemplo 6: TGFp sintético estavel pode ser produzido por sistemas de
expresséao bacteriana

[00129] As moléculas baseadas em TGFa também tém sido pro-
blematicas para produzir em sistemas de expressado bacteriana. Por
exemplo, um problema principal das moléculas baseadas em TGFa é
que, embora possam ser expressas em sistemas bacterianos para
produzir uma proteina dobrada, a proteina resultante também é alta-
mente labil e sujeita a desdobramento.

[00130] Para testar se por¢cdes da sequéncia de BVN22E poderiam
exercer efeitos positivos sobre a labilidade e a fungdo de um polipepti-

deo baseado em TGFaq, regides de TGFa entre os residuos de cisteina
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foram sistematicamente substituidas pelas regides equivalentes do
polipeptideo BVN22E. As moléculas sintéticas foram projetadas e fa-
bricadas usando modelagem computacional e informagdes estruturais
conhecidas para prever / identificar regides importantes de ligagcado ao
receptor. Em contraste com o polipeptideo hibrido NRG-BVN, a molé-
cula de TGFa sintética contém apenas a sequéncia de TGFa encon-
trada da cisteina 3 a 5 (por exemplo, RFLVQEDKPACcV). Essa regiao
incluiu a ‘alca B’. Esta sequéncia polipeptidica "sintética" hibrida é
chamada de polipeptideo hibrido de TGFa e tem a seguinte sequéncia:

[00131] Polipeptideo hibrido de TGFa (SEQ ID NO: 12)
NTENDcPLSHEAYcLHDGVCRFLVQEDKPACVCVVGYVGERCQFRDLRWWDAR

[00132] Como mostrado nas Figuras 13A-13C, o polipeptideo hibri-
do de TGFa pode ser expresso, dobrado e purificado de uma maneira
muito semelhante a BVN22E. Esta figura mostra um gel SDS da molé-
cula de TGFa sintética (Figura 13A) que é reconhecido por 2 anticor-
pos neutralizantes anti-TGFa diferentes (Figura 13B), mas nao por ne-
nhum dos dois anticorpos anti-EGF diferentes (Figura 13C).

[00133] Adicionalmente, o polipeptideo hibrido de TGFa forma pen-
tameros e alguns outros oligbmeros que sdo removidos durante a puri-
ficacdo. Como mostrado na Figura 14, apés purificagao, é visivel uma
unica banda de pentamero nos géis Blue nativos.

[00134] Como mostrado nas Figuras 15A e 15B, o polipeptideo hi-
brido de TGFa também mostra estabilidade melhorada, permanecendo
como pentamero nitido apos > 3 semanas em temperaturas elevadas
em um estudo de estabilidade acelerada.

INCORPORACAO POR REFERENCIA

[00135] Todos os documentos citados ou referenciados aqui e to-

dos os documentos citados ou referenciados nos documentos aqui ci-
tados, juntamente com as instrugdes do fabricante, descri¢des, especi-
ficacbes do produto, e fichas do produto para quaisquer produtos

mencionados neste documento ou em qualquer documento incorpora-
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do por referéncia aqui, sdo incorporados por referéncia e podem ser
empregues na pratica da descrigao.
EQUIVALENTES

[00136] Entende-se que os exemplos e modalidades detalhados

descritos neste documento sdo dados a titulo de exemplo apenas para
fins ilustrativos e ndo sdo de forma alguma considerados limitantes da
descricdo. Varias modificagcbes ou alteragdes serdo sugeridas a pes-
soas versadas na técnica e estdo incluidas no espirito e alcance deste
pedido e sdo consideradas dentro do escopo das reivindicagbes em
anexo. Caracteristicas e funcionalidades vantajosas adicionais associ-
adas aos sistemas, métodos e processos da presente descricdo serao
evidentes a partir das reivindicacbes em anexo. Além disso, aqueles
versados na técnica reconhecerdo, ou serao capazes de verificar,
usando ndo mais que experimentacdo de rotina, muitos equivalentes
as modalidades especificas da descricdo aqui descrita. Tais equivalen-

tes devem ser abrangidos pelas reivindicagdes a seguir.
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REIVINDICAGOES

1. Proteina sintética, caracterizado pelo fato de que com-
preende:

uma sequéncia de fator de crescimento sintético;

pelo menos um ligante, e

uma sequéncia polipeptidica.

2. Proteina sintética, de acordo com a reivindicacéo 1, ca-
racterizado pelo fato de que a sequéncia polipeptidica inclui uma se-
quéncia polipeptidica imunogénica.

3. Proteina sintética, de acordo com a reivindicacdo 1, ca-
racterizado pelo fato de que a sequéncia polipeptidica inclui uma pro-
teina da toxina B da colera (CT-B).

4. Proteina sintética, de acordo com a reivindicacéo 1, ca-
racterizado pelo fato de que pelo menos um ligante inclui um primeiro
ligante que separa o fator de crescimento sintético da sequéncia poli-
peptidica.

5. Proteina sintética, de acordo com a reivindicacao 4, ca-
racterizado pelo fato de que o primeiro ligante é selecionado a partir do
grupo que consiste de SSG, GSSG, SSGGG, SGG, GGSGG, GGGGS,
SSGGGSGG, SSGGGGSGGG, TSGGGSG, TSGGGGSGG, SSGGGG
GGGGGGGGGGGGGGGGGGEGEGEEEEEEGGEGEE, SSGGGSGGSSG
GG e SSGGGGSGGGSSGGG.

6. Proteina sintética, de acordo com a reivindicacao 4, ca-
racterizado pelo fato de que o primeiro ligante € GGSGGTSGGGGG
SG.

7. Proteina sintética, de acordo com a reivindicacdo 1, ca-
racterizado pelo fato de que a sequéncia do fator de crescimento sinté-
tico inclui uma sequéncia do fator de crescimento epidérmico sintético
(sEGF).

8. Proteina sintética, de acordo com a reivindicacao 1, ca-

Peticao 870200007905, de 17/01/2020, pag. 128/135



2/6

racterizado pelo fato de que a sequéncia do fator de crescimento sinté-
tico inclui pelo menos um dominio da via de sinalizagdo direcionada
sintética (sTSP) de um dominio TSP (hTSP) do fator de crescimento
epidérmico humano (hEGF) no qual pelo menos um sTSP difere do
hTSP por 6, 7, 8, 9, 10 ou mais aminoacidos.

9. Proteina sintética, de acordo com a reivindicacao 8, ca-
racterizado pelo fato de que a sequéncia do fator de crescimento sinté-
tico inclui um primeiro dominio TSP e um segundo dominio TSP.

10. Proteina sintética, de acordo com a reivindicacio 9, ca-
racterizado pelo fato de que pelo menos um ligante inclui um segundo
ligante que separa o primeiro dominio TSP e o segundo dominio TSP.

11. Proteina sintética, de acordo com a reivindicacao 10,
caracterizado pelo fato de que o segundo ligante é selecionado a partir
do grupo que consiste de SSG, GSSG, SSGGG, SGG, GGSGG, GG
GGS, SSGGGSGG, SSGGGGSGGG, TSGGGSG, TSGGGGSGEG, SS
GGGGGGGGGGGGGGGGGGGEGEGEGEGEGEGEGEGGGEGEGEGE, SSGGGSGG
SSGGG e SSGGGGSGGGSSGGG.

12. Proteina sintética, de acordo com a reivindicagao 10,
caracterizado pelo fato de que o segundo ligante € GSSG.

13. Proteina sintética, de acordo com a reivindicagcao 1, ca-
racterizado pelo fato de que a proteina sintética tem a sequéncia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 2.

14. Proteina sintética, de acordo com a reivindicacio 1, ca-
racterizado pelo fato de que a proteina sintética € codificada pela se-
qguéncia de acido nucleico da SEQ ID NO: 1.

15. Proteina sintética, de acordo com a reivindicagao 1, ca-
racterizado pelo fato de que uma porcao do fator de crescimento sinté-
tico inclui um dominio completo ou neutralizante de pelo menos dois
fatores de crescimento diferentes presentes na dita proteina sintética.

16. Composicdo imunogénica, caracterizada pelo fato de
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que compreende uma proteina sintética que inclui uma sequéncia de
fator de crescimento sintético, pelo menos um ligante, e uma sequén-
cia de polipeptideo.

17. Composigao imunogénica, de acordo com a reivindica-
cao 16, caracterizada pelo fato de que a sequéncia polipeptidica inclui
uma sequéncia polipeptidica imunogénica.

18. Composigao imunogénica, de acordo com a reivindica-
cao 16, caracterizada pelo fato de que a sequéncia polipeptidica inclui
uma proteina da toxina B da célera (CT-B).

19. Composigdo imunogénica, de acordo com a reivindica-
¢ao 16, caracterizada pelo fato de que pelo menos um ligante inclui um
primeiro ligante que separa o fator de crescimento sintético da se-
quéncia polipeptidica.

20. Composicao imunogénica, de acordo com a reivindica-
¢éo 16, caracterizada pelo fato de que o primeiro ligante € selecionado
a partir do grupo que consiste de SSG, GSSG, SSGGG, SGG, GGS
GG, GGGGS, SSGGGSGEG, SSGGGGSGGEG, TSGGGSG, TSGGGGS
GGGGGGGGGGGGGGGGEGGEGGEEGEEGEGGEEGEGEGGEE, SSGGGSG
GSSGGG e SSGGGGSGGGSSGGAG.

21. Composigédo imunogénica, de acordo com a reivindica-
cao 20, caracterizada pelo fato de que o primeiro ligante é GGSGG-
TSGGGGGSG.

22. Composicao imunogénica, de acordo com a reivindica-
cao 16, caracterizada pelo fato de que a sequéncia do fator de cresci-
mento sintético inclui uma sequéncia do fator de crescimento epidér-
mico sintético (sEGF).

23. Composigédo imunogénica, de acordo com a reivindica-
cao 16, caracterizada pelo fato de que a sequéncia do fator de cresci-
mento sintético inclui pelo menos um dominio da via de sinalizagao
direcionada sintética (sTSP) de um dominio TSP (hTSP) do fator de
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crescimento epidérmico humano (hEGF) no qual pelo menos um sTSP
difere do hTSP por 6, 7, 8, 9, 10 ou mais aminoacidos.

24. Composigado imunogénica, de acordo com a reivindica-
cao 16, caracterizada pelo fato de que a sequéncia do fator de cresci-
mento sintético inclui um primeiro dominio TSP e um segundo dominio
TSP.

25. Composigédo imunogénica, de acordo com a reivindica-
cao 24, caracterizada pelo fato de que pelo menos um ligante inclui um
segundo ligante que separa o primeiro dominio TSP e o segundo do-
minio TSP.

26. Composicao imunogénica, de acordo com a reivindica-
cao 25, caracterizada pelo fato de que o segundo ligante € seleciona-
do a partir do grupo que consiste de SSG, GSSG, SSGGG, SGG,
GGSGG, GGGGS, SSGGGSGG, SSGGGGSGGGGSGGGGGGGGG
GGGGGGGGGGGGGGGGEGGGGEGGGEGEGEGEE, SSGGGSGGSSGGG
e SSGGGGSGGGSSGGG.

27. Composigédo imunogénica, de acordo com a reivindica-
¢ao 26, caracterizada pelo fato de que o segundo ligante é GSSG.

28. Composigédo imunogénica, de acordo com a reivindica-
cdo 16, caracterizada pelo fato de que a proteina sintética tem a se-
guéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2.

29. Composigédo imunogénica, de acordo com a reivindica-
cao 16, caracterizada pelo fato de que a proteina sintética é codificada
pela sequéncia de acido nucleico de SEQ ID NO: 1.

30. Composicao imunogénica, de acordo com a reivindica-
cdo 16, caracterizada pelo fato de que uma por¢ao do fator de cresci-
mento sintético inclui um dominio completo ou neutralizante de pelo
menos dois fatores de crescimento diferentes presentes na dita protei-
na sintética.

31. Composicado imunogénica, de acordo com a reivindica-
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cao 16, caracterizada pelo fato de que compreende adicionalmente um
adjuvante.

32. Método para tratar um paciente em necessidade do
mesmo, caracterizado pelo fato de que compreende:

administrar ao paciente a composi¢ao imunogénica como
definida na reivindicagdo 16 no mesmo dia ou em dias ou horarios al-
ternados durante um periodo de vacinacéo.

33. Método, de acordo com a reivindicacédo 32, caracteriza-
da pelo fato de que o paciente tem um cancer.

34. Proteina sintética, caracterizada pelo fato de que com-
preende:

uma sequéncia de Neuregulina 1B (NRG1[B) sintética ou
uma sequéncia do Fator de Crescimento Transformante a (TGFa) sin-
tético;

pelo menos um ligante, e

uma sequéncia polipeptidica.

35. Proteina sintética, de acordo com a reivindicagao 34,
caracterizada pelo fato de que a sequéncia polipeptidica inclui uma
sequéncia polipeptidica imunogénica.

36. Proteina sintética, de acordo com a reivindicagao 34,
caracterizada pelo fato de que a sequéncia polipeptidica inclui uma
proteina da toxina B da colera (CT-B).

37. Proteina sintética, de acordo com a reivindicacao 34,
caracterizada pelo fato de que pelo menos um ligante inclui um primei-
ro ligante que separa o fator de crescimento sintético da sequéncia
polipeptidica.

38. Proteina sintética, de acordo com a reivindicagdo 37,
caracterizada pelo fato de que o primeiro ligante é selecionado a partir
do grupo que consiste de SSG, GSSG, SSGGG, SGG, GGSGG,
GGGGS, SSGGGSGG, SSGGGGSGGG, TSGGGSG, TSGGGGSGG
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GGGGGGGGGGGGGGGGGEGGGEGEGGEEEGEGEGGE, SSGGGSGGSS
GGG e SSGGGGSGGGSSGGEG.

39. Proteina sintética, de acordo com a reivindicacao 37,
caracterizada pelo fato de que o primeiro ligante € GGSGGTSGGG
GGSG.

40. Proteina sintética, de acordo com a reivindicacao 34,
caracterizada pelo fato de que a sequéncia sintética da neuregulina 13
(NRG1B) é GTSHLVKCPLSHEAYCVNGGECFMVKDLSNPSRYLCK-
CPNEFTGDRCQNYVMASF (SEQ ID NO: 11).

41. Proteina sintética, de acordo com a reivindicacao 34,
caracterizada pelo fato de que a sequéncia sintética de um fator de
crescimento transformante a (TGFa) € NTENDCPLSHEAYCLHD-
GVCRFLVQEDKPACVCVVGYVGERcQFRDLRWWDAR (SEQ ID NO:
12).
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Sequéncia de proteina sintética

NTENDCPLSHEAYCLHDGVCMYTIEALDKYACNCVVGYVGERCQFRDLRWWDARGSSGNTE
NDCPLSHEAYCLHDGVCMY IEALDKYACNCVVGYVGERCQFRDLRWWDARGGSGGTSGGG
GGSGTPONITDLCAEYHNTQIHTLNDKIFSYTESLADKREMAI ITFKNGATEQVEVPGSQ

Dominios 1 & 2 da Via de Sinalizagéo Direcionada (TSP) (Unico sublinhado)
Ligantes 1 & 2 (duplo sublinhado)

Dominio de carreador imunogénico (sublinhado tracejado)

FIG. 1A

BVNZZE

NTENDCPLSHEAYCLHDGVCMYIEALDKYACNCVVGYVGERCQFRDLRWWDAR
hEGF

NSDSECPLSHDGYCLHDGVCMYIEALDKYACNCVVGYIGERCQYRDLKWWELR
Koas ek xkAhk . KA AAAKAAAAAA KA AF AR KA AA KA K KA KA K KA K KK K

FIG. 1B
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EGF-R total
2 3 4 5 6 7

EGF-R fosforilado
2 3 4 5 6 7

Pista:

M Marcador

1 Célula somente controle (sem ativagéo)

2 Controle +ve (ativado com 30 ng / ml de rhEGF)

3 Controle —ve (rhEGF + mAb neutralizante)

4 30 ng / ml de rhEGF + BVN22E soro @ 1/10

530 ng / ml de rhEGF + BVN22E soro @ 1/100

6 30 ng / ml de rhEGF + BVN22E soro @ 1/1000

7 30 ng / ml de rhEGF + soro de imunogene EGF @ 1/10

8 30 ng / ml de rhEGF + soro de imunogene EGF @ 1/100
9 30 ng / ml de rhEGF + soro de imunogene EGF @ 1/1000
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RESUMO
Patente de Inveng&do: "PROTEINAS SINTETICAS E USOS TERA-
PEUTICOS DAS MESMAS".
A presente invencao refere-se a composicdes e métodos
para o tratamento de doencas, particularmente, a invencéao refere-se a

proteinas sintéticas e seu uso para o tratamento de cancer.
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