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“COMPOSICAO, COMPOSICAO FARMACEUTICA, E USO DA COMPOSICAQ’
REFERENCIA CRUZADA AOS PEDIDOS DE PATENTE RELACIONADOS

[0001] Este pedido de patente reivindica prioridade para o pedido de patente
provisorio U.S. N° de série 60/992.460 depositado em 5 de dezembro de 2007, que
esta aqui incorporado pela referéncia na integra.

INTRODUCAO

[0002] O propésito fundamental de uma vacina é fornecer imunidade duradoura
contra uma condicdo patologica. Idealmente, vacinas fornecem anticorpos
funcionalmente ativos, trazem a tona imunidade mediada por célula, e ativam linfécitos
T e B com reatividade altamente especifica, bem como “meméria’ para fornecer
protecéo contra contatos adicionais com antigeno.

[0003] Adjuvantes s&o aditivos de vacina que nao especificamente aumentam a
resposta imune. Os mecanismos pelos quais adjuvantes melhoram o sistema imune
variam amplamente. Adjuvantes podem ser classificados como sistemas
“imunomodulatérios” ou de “distribuicdo de antigeno”. Adjuvantes imunomodulatorios
iniciam o sistema imune regulando a acdo de células imunes por meio da alteragéo
da produgdo de linfocina. Sistemas de distribuicdo de antigeno, por outro lado,
funcionam para distribuir o antigeno nas células imunes apropriadas. Além do mais,
adjuvantes podem melhorar a velocidade ou duragéo de uma resposta imune, modular
a distribuicéo da atividade, especificidade, isotipo ou subclasse do anticorpo, estimular
imunidade mediada por célula, promover a imunidade da mucosa ou melhorar as
respostas imunes em individuos imunologicamente imaturos ou idosos. Adjuvantes
podem afetar a resposta imune inata, humoral ou mediada por célula ou uma
combinacgado destes.

SUMARIO DA INVENCAO

[0004] Verificou-se que um glicolipideo sintético de uma classe particular quando
usado em combinacdo com uma preparacdo de vacina € capaz de ativar respostas
imunes tanto humoral quanto celular quando administrado a um individuo. Desta
forma, a invencéao fornece composi¢cdes compreendendo compostos da formula |, em

que a férmula | € mostrada a seguir:
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um numero inteiro de 18 a 26 e n é um numero inteiro de 10 a 15. Composi¢des
incluindo o composto da férmula | e um antigeno também sao fornecidas.

[0006] Em um outro aspecto, a invencao fornece métodos de melhorar a resposta
imune em um individuo a um antigeno administrando uma composi¢éo incluindo o
composto da férmula | e um antigeno. A melhor resposta imune pode ser uma resposta
imune humoral, uma resposta de célula T CD4+, uma resposta de célula T citotdxica
CD8+ ou ativagao de células que apresentam antigeno (APCs). A resposta imune do
individuo € melhorada com relacdo a um controle apropriado.

[0007] Em um aspecto adicional, as composi¢cées da invencdo sao administradas
intramuscularmente.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

[0008] FIGURA 1 é um grafico que apresenta a porcentagem de lise especifica de
células alvo especificas para Ova no sangue de camundongos injetados
intravenosamente (IV) com PBS-96, PBS-14 ou PBS-I |, com ou sem Ova.

[0009] FIGURA 2 é um grafico que apresenta a porcentagem de lise especifica de
células alvo especificas para Ova no sangue de camundongos injetados IV com
aGalCer, PBS-57, PBS-96 ou PBS-14, com ou sem Ova.

[0010] FIGURA 3 € um gréfico que apresenta a lise especifica de células alvo
especificas para Ova no sangue de camundongos injetados intramuscularmente (IM)
com aGalCer, PBS-57, PBS-96 ou PBS-14, com ou sem Ova.
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[0011] FIGURA 4A é um gréfico que apresenta acumulo de IFNy no soro de
camundongos 24 horas depois da inoculagdo com concentragbes variadas de PBS-
57.

[0012] FIGURA 4B é um gréfico que apresenta acumulo de IFNy no soro de
camundongos 24 horas depois da inoculagdo com concentragbes variadas de PBS-
14,

[0013] FIGURA 4C & um grafico que apresenta acumulo de IFNy no soro de
camundongos 24 horas depois da inoculagdo com concentragbes variadas de PBS-
96.

[0014] FIGURA 4D & um grafico que apresenta acumulo de IFNy no soro de
camundongos 24 horas depois da inoculagdo com concentragbes variadas de
aGalCer.

[0015] FIGURA 5 é um gréfico que compara acumulo de IFNy no soro de
camundongos 24 horas depois da inoculagdo com 100 ng de PBS-57, PBS-96, PBS-
14 ou PBS-11.

[0016] FIGURA 6 € um gréfico que apresenta lise especifica de células alvo
especificas para Ova no sangue de camundongos injetados IV com PBS-11, PBS-57,
PBS-96 ou PBS-14, com ou sem Ova.

[0017] FIGURA 7 é um grafico que mostra lise especifica de células alvo
especificas de OVA em camundongos injetados IM com 100 ng do adjuvante indicado,
com ou sem OVA.

[0018] FIGURA 8 é um grafico que mostra lise especifica de células alvo
especificas de OVA em camundongos injetados IM com 10 ng do adjuvante indicado,
com ou sem OVA.

[0019] FIGURA 9 é um grafico que mostra porcentagens de células T CD8+
responsivas ao pentamero SIINFEKL em camundongos injetados IM com 1 ug do
adjuvante indicado, com ou sem OVA.

[0020] FIGURA 10 é um grafico que mostra porcentagens de células T CD8+
responsivas ao pentadmero SIINFEKL em camundongos injetados IM com 100 ng do

adjuvante indicado, com ou sem OVA.
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[0021] FIGURA 11 é um gréafico que mostra titulagbes de IgGl no sangue de
camundongos injetados IM com 100 ng do adjuvante indicado, com ou sem OVA.
[0022] FIGURA 12 é um grafico que mostra titulagbes de IgG2a no sangue de
camundongos injetados IM com 100 ng do adjuvante indicado, com ou sem OVA.
[0023] FIGURA 13 apresenta formulas estruturais para PBS-14, PBS-96, PBS-I |,
PBS-57 e aGalCer.

DESCRICAO DETALHADA DE VARIAS MODALIDADES

[0024] Adjuvantes melhoram a imunogenicidade de antigenos na preparacéo de
vacinas de uma variedade de maneiras. Um adjuvante efetivo também pode ser usado
para combinacdo com uma ampla variedade de antigenos para melhorar a resposta
imune trazida a tona pela administragéo do antigeno. Por exemplo, no caso de toxinas,
uma boa resposta imune humoral € requerida. No caso de bactérias intracelulares,
uma resposta mediada por célula, mediada principalmente por células T citotoxicas e
células Thl, € importante. No caso de infecgdes virais, respostas tanto humoral quanto
celular sdo fundamentais para controlar a infec¢cdo. A capacidade de um adjuvante de
melhorar n&o somente a resposta imune humoral, mas também a mediada por célula
aumenta a probabilidade de desenvolver imunidade de longa duracéo.

[0025] Espécies de lipideo foram investigadas para propriedades de adjuvantes.
Inumeras moléculas de lipideo natural e sintético sdo processadas por células que
apresentam antigeno e apresentadas por moléculas CDI a células NKT. O composto
protdtipo usado para estudar ativagao de célula NKT in vitro e in vivo € KRN7000, uma
a-galactosiceramida (“aGalCer”) derivada de esponja marinha Agelas mauritianus.
Compostos adicionais recentemente identificados incluem isoglobotriexosilceramida
(“iGB3”) que é um glicolipideo enddgeno e deoxigalactosiyceramidas 6”’amino 6”
modificadas, da forma descrita no pedido de patente PCT/US07/66250, cuja descri¢éo
esta aqui incorporada pela referéncia. Estes compostos ativam células NKT e sobre-
regulam respostas da citocina in vitro. Entretanto, no contexto de vacinagdes in vivo,
pouco se sabe com relacdo a efetividade do efeito de adjuvante do lipideo para estes
compostos.

[0026] Observou-se que glicoesfingolipideos da férmula | contendo um grupo
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amino e uma cadeia de acido graxo saturada, inesperadamente tém a capacidade de
estimular tanto uma resposta imune mediada por célula quanto humoral in vivo. Além
do mais, compostos da formula | s&o capazes de estimular uma resposta imune contra
um antigeno nominal fraco para produzir anticorpos e simultaneamente fornecer lise
mediada por célula de células que expressam antigenos de superficie especificos.
Dois compostos da férmula |, designados PBS-96 e PBS-14, mostraram estimular
respostas imunes tanto mediadas por célula quanto humorais in vivo. Estes
compostos também estimularam uma resposta imune contra um antigeno nominal
fraco para produzir anticorpos e trazer a tona uma resposta mediada por célula. Além
do mais, observou-se que estes compostos estimulam uma resposta mais robusta
quando injetados intramuscularmente ou em dosagens mais baixas comparado a
outros glicosingolipideos, tais como PBS-57 e aGalCer.

[0027] Em uma modalidade, a invencao fornece uma composi¢cdo compreendendo

um composto da férmula |, onde a férmula | é:
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[0028] onde R1 e R2 séo independentemente selecionados de -H ou -OH, x € um
numero inteiro de 18 a 26 e n € um numero inteiro de 10 a 15. Compostos da formula
| adequadamente tém um grupo amida na posi¢édo C6 da molécula de galactose ou
glicose e uma cadeia de acila saturada na por¢cao ceramida do composto. A
composigéo ainda pode incluir um carreador fisiologicamente aceitavel. Um carreador
“fisiologicamente aceitavel” € qualquer carreador que é adequado para administracéo

in vivo (por exemplo, administracdo oral, transdérmica ou parenteral) ou uso in vitro,
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isto &, cultura celular. Carreadores fisiologicamente aceitaveis adequados para
administracao in vivo incluem agua, solu¢des tamponadas e solu¢des de glicose, entre
outros. Componentes adicionais das composi¢cdes podem incluir excipientes, tais
como estabilizantes, conservantes, diluentes, emulsificantes ou lubrificantes além do
carreador fisiologicamente aceitavel.

[0029] Excipientes adequados incluem, mas sem limitagdes, Tween 20, DMSO,
sacarose, L-histadina, polissorbato 20 e soro. Adequadamente o composto da formula
| € formulado em um lipossoma.

[0030] Adequadamente o lipossoma € um tipo de SUV composto de fosfatidil
colina (PC)/fosfatidil glicerol (PG)/Colesterol em uma razéo de 8 p moles/2 p moles/5
M moles/1 mg. Versados na tecnologia perceberao que o composto da férmula | pode
ser formulado de uma variedade de maneiras para administracdo a um individuo.
[0031] Em uma outra modalidade, a invencéo fornece métodos de melhorar uma
resposta imune a um antigeno em um individuo administrando uma composi¢céo
contendo o composto da formula | e o antigeno. Da forma aqui usada, um “individuo”
€ um mamifero, por exemplo, um camundongo, ou mais adequadamente um humano.
“Melhorar a resposta imune” refere-se a capacidade do composto de melhorar a
resposta imune humoral e/ou mediada pela célula de um individuo ao antigeno com
relagdo a um controle adequado. Maior ativagéo de células que apresentam antigeno
também esta incluida como uma melhor resposta imune do individuo. Para o propédsito
de determinar se a resposta imune € melhor com relagdo ao um controle, uma
comparacdo quantitativa do sinal em uma amostra de um individuo vacinado com
antigeno e o composto pode ser comparada ao sinal em uma amostra de um individuo
vacinado com antigeno sozinho. A resposta imune a 0 antigeno podem ser medidos
de uma variedade de maneiras que serdo evidentes pelos versados na tecnologia.
Nos exemplos, a resposta imune € medida a titulo de um ensaio de lise celular
especifico citotdxico, um ensaio de ligagdo ao pentédmero, ou um ensaio ELISA, o
desempenho que € rotina para os versados na tecnologia.

[0032] Em modalidades particulares, a resposta imune € melhorada pelo menos

25 %, pelo menos 30 %, pelo menos 50 %, pelo menos 60 %, pelo menos 65 %, pelo
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menos 70 %, pelo menos 75 %, pelo menos 80 %, pelo menos 85 %, pelo menos 90
%, pelo menos 95 %, pelo menos 100 %, pelo menos 150 %, pelo menos 200 %, pelo
menos 400 %, pelo menos 500 %, pelo menos 750 % ou pelo menos 1000 %, com
relacdo a um controle adequado. Um controle adequado é um individuo que foi
administrado com um antigeno, mas ndo uma composi¢ao da invengao. Porcentagem
de melhora pode ser calculada usando a seguinte férmula:

[0033] [(valor que representa a resposta imune do individuo depois do tratamento
com composi¢ao contendo o composto da férmula |) - (valor que representa resposta
imune de controle)/( valor que representa resposta imune do individuo depois do
tratamento com composi¢cédo contendo o composto da formula 1)] x 100.

[0034] Da forma aqui usada, os termos “administracdo”, “co-administracédo” e
‘coadministrando” referem-se a administragdo do adjuvante e o0 antigeno
concorrentemente, isto €, simultaneamente no tempo ou sequencialmente, isto é,
administracdo do adjuvante seguido pela administracdo do antigeno, ou administracéo
do antigeno seguido pela administracdo do adjuvante. Depois da administracédo do
adjuvante ou antigeno, o outro componente pode ser administrado substancialmente
imediatamente dai em diante ou depois de um periodo de tempo efetivo dai em diante;
o periodo de tempo efetivo € a quantidade de tempo dada para realizacéo de beneficio
maximo da administragdo dos componentes. Alternativamente, 0 adjuvante e antigeno
podem ser co-formulados.

[0035] O antigeno pode ser um polipeptideo, polinucleotideo, ou fragdo de
carboidrato, ou combinag¢des destes, por exemplo, uma glicoproteina. O antigeno &
adequadamente derivado de um agente infeccioso (por exemplo, um microrganismo
patogénico), um tumor, uma molécula endoégena (por exemplo, um “auto molécula)
ou, para propdsitos de estudo, um antigeno nominal, tal como ovalbumina (aqui
referida como “OVA”). Adequadamente o antigeno esta englobado em uma vacina.
Composigdes de vacina sdo adequadamente formuladas para incluir o composto da
férmula |. “Vacina” refere-se a uma composi¢cdo que, quando administradas a um
individuo, induz respostas imunes celulares ou humorais. Composigbes farmacéuticas

usadas em conjunto com a invencéo adequadamente incluem o composto da formula
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| e uma vacina. Em algumas modalidades, as composi¢cdes farmacéuticas usadas em
conjunto com a inveng¢ao adequadamente incluem PBS-96 e um antigeno ou PBS- 14
e um antigeno. As estruturas de PBS- 96 e PBS-14 sao mostradas na FIGURA 13.
PBS-96 e PBS-14 ativam células NKT in vitro e in vivo. Tanto PBS-96 quanto PBS-14
contém um grupo amida na posi¢céo C6 da galactose e uma cadeia de acila saturada
na por¢éo ceramida do composto. PBS-96 e PBS-14 melhoram a resposta da célula
T CD8+ a um antigeno e PBS-96 e PBS-14 induz a liberagdo de IFN-y in vivo. Além
do mais, PBS-96 e PBS-14 s&o inesperadamente superiores a outros
glicoesfingolipideos quando usados em concentragdes mais baixas e também quando
injetados intramuscularmente.

[0036] Composigdes incluindo compostos da féormula | podem ser formuladas
usando uma variedade de métodos preparativos e ingredientes inativos conhecidos
pelos versados na tecnologia. (Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack
Publishing Co., (2000), que esta aqui incorporado pela referéncia.) Composi¢des da
invencdo também podem conter um sistema de distribuicdo de antigeno adequado
para alvejar o antigeno para as células imunes. Sistemas de distribuicdo de antigeno
s80 conhecidos na tecnologia e incluem, mas sem limitagcdes, MVA (virus ankara
modificado), adenovirus, lentivirus, subunidade translocada de toxina pertussis ou
shiga ou lipossomas encapsulados de antigeno. Dosagens efetivas do composto da
férmula | em uma composicao de vacina podem ser determinadas pelos versados na
tecnologia, mas tipicamente variam de cerca de 1 nanograma a cerca de 10.000
microgramas por quilograma de peso corporal, embora eles sejam tipicamente cerca
de 1.000 microgramas ou menos por quilograma de peso corporal. Em algumas
modalidades, a dosagem efetiva varia de cerca de 10 nanogramas a cerca de 1.000
microgramas por quilograma de peso corporal. Em uma outra modalidade, a dosagem
efetiva varia de cerca de 100 nanogramas a cerca de 500 microgramas por quilograma
de peso corporal. Em uma outra modalidade, a dosagem efetiva varia de cerca de 1
micrograma a cerca de 250 microgramas por quilograma de peso corporal. Para
propdsitos de estudo, uma dosagem adequada para um camundongo €é de 1 ng a 1

Mg de composto da férmula | por 100 pL de dosagem dependendo da via de
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administracdo. Por exemplo, dosagem de cerca de 100 ng é adequada para injecéo
intravenosa em um camundongo e dosagem de no minimo 10 ng mostrou ser efetiva
para injecdo intramuscular. A composicdo compreendendo o composto da formula |
pode ser administrada em uma dosagem unica, ou dividida em multiplas dosagens
por um periodo de semanas ou meses.

[0037] Um ou mais antigenos podem estar incluidos nas composigdes ou podem
ser formulados independentemente. Da forma aqui usada, um “antigeno” refere-se a
uma molécula que estimula uma resposta imune em um individuo ao qual ela foi
administrada. Percebe-se que a dosagem do antigeno dependera do antigeno
especifico, e da idade e estado imune do individuo, bem como de outros fatores
relevantes que podem ser determinados pelos versados na tecnologia.

[0038] Microrganismos totais ou porcSes destes (por exemplo, membrana
fantasma; preparacfes de membrana brutas, lisados e outras preparacbes de
microrganismos) podem ser utilizados como antigenos. Adequadamente, antigenos
sao derivados de agentes infecciosos atenuados ou mortos. Agentes infecciosos
adequados dos quais um antigeno pode ser derivado incluem, mas sem limitagdes,
patdgenos e microrganismos, tais como bactérias, parasitas e virus. Em alguns
contextos, antigenos adequados s&o obtidos ou derivados de um patégeno viral que
€ associado a uma doenga humana incluindo, mas sem limitagées, HIV/AIDS
{Retroviridae, por exemplo, moléculas gpl20 para isolados de HIV-I e HIV-2, HTLV-,
HTLV-I 1), virus influenza (Orthomyxoviridae, por exemplo, tipos A, B e C), herpes (por
exemplo, virus da herpes simplex, glicoproteinas gB, gD e gH de HSV-I e HSV-2),
infeccbes por rotavirus (Reoviridae), infeccbdes respiratorias (parainfluenza e virus
sincicial respiratorio), Poliomielite (Picornaviridae, por exemplo, poliovirus, rinovirus),
sarampo e caxumba (Paramixoviridae), Rubella (Togaviridae, por exemplo, virus da
rubéola), hepatite (por exemplo, virus da hepatite tipos A, B, C, D, E e/ou G),
cimegalovirus (por exemplo, gB e gH), gastroenterite (Caliciviridae), febre amarela e
do Nilo do oeste (Flaviviridae), raiva (Rhabdoviridae), febre hemorragica coreana
(Bunyaviridae), febre venezualana (Arenaviridae), verrugas (Papillomavirus), virus da

imunodeficiéncia simiana, virus da encefalite, virus varicela zoster, virus Epstein-Barr,
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e outras familias de virus, incluindo Coronaviridae, Birnaviridae e Filoviridae.

[0039] Bactérias e antigenos parasiticos especificos também podem ser obtidas
ou derivadas de agentes que causam doenca conhecidos e podem ser usadas nas
composi¢cdes para vacinar contra doencgas incluindo, mas sem limitagdes, difteria,
pertusse, tétano, tuberculose, pneumonia bacteriana ou fungica, otite média,
gonorréia, célera, tiféide, meningite, mononucleose, praga, shigelose ou salmonelose,
doencas de Legionnaires, doenca de Lyme, lepra, malaria, ténia, oncocerciase,
esquistossomose, trpanosomiase, leishmanioses, giardiases, amebiases, filarioses,
Borrelia, e triqguinose. Antigenos adicionais podem ser obtidos ou derivados de
patdégenos ndo convencionais, tais como os agentes que causam kuru, doencga de
Creutzfeldt- Jakob (CJD), scrapie, encefalopatia transmissivel pelo leite e doengas
prejudiciais cronicas ou de particulas infecciosas proteinaceas, tais como prions que
s80 associados a doencga da vaca louca.

[0040] Patogenos especificos adicionais dos quais antigenos podem ser
derivados incluem M. tuberculosis, Chlamydia, N. gonorrhoeae, Shigella, Salmonella,
Vibrio cholerae, Treponema pallidum, Pseudomonas, Bordetella pertussis, Brucella,
Francisella tularensis, Helicobacter pylori, Leptospira interrogans, Legionella
pneumophila, Yersinia pestis, Streptococcus (tipos A e B), pneumococcus,
meningococcus, Haemophilus influenza (tipo b), Toxoplasma gondii, Moraxella
catarrhalis, donovanosis, e actinomycosis; patégenos fungicos incluem candidiases e
aspergilose; patogenos parasiticos incluem Ténias, fasciola, nematodo, amebiase,
giardiase, Cryptosporidium, Schistosoma, Pneumocystis carinii, tricomoniase e
triquinose. A presente invencao também pode ser usada para fornecer uma resposta
imune adequada contra inumeras doencgas veterinarias, tais como doencas de pés-e-
boca, coronavirus, Pasteurella multocida, Helicobacter, Strongylus vulgaris,
Actinobacillus pleuropneumonia, virus da diarréia viral bovina (BVDV), Klebsiella
pneumoniae, E. coli, e Bordetella pertussis, parapertussis e brochiseptica.

[0041] Em outras modalidades, antigenos para inclusédo nas composi¢des que
podem ser usados em conjunto com a presente invengao sdo antigenos derivados de

tumor ou células tumorais totais autdlogas ou alogeneicas. Adequadamente, o
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antigeno tumoral € um antigeno tumoral especifico (TSA) ou um antigeno associado
ao tumor (TAA). Varios antigenos tumorais e seus padrbes de expressdo s&o
conhecidos na tecnologia e podem ser selecionados como base no tipo de tumor a
ser tratado. Exemplos ndo limitantes de antigenos tumorais incluem cdk4 (melanoma),
B-catenina (melanoma), caspase-8 (carcinoma de célula escamosa), MAGE-l e
MAGE-3 (melanoma, mama, glioma), tirosinase (melanoma), idiotipo Ig de superficie
(por exemplo, BCR) (linfoma), Her-2/neu (mama, ovario), MUC-I (mama, pancreatico)
e HPV E6 e E7 (carcinoma cervical). Antigenos tumorais adequados adicionais
incluem antigeno especifico da prostata (PSA), sialyl Tn (STn), proteinas de choque
térmico e peptideos tumorais associados (por exemplo, gp96), moléculas de
gangliosideos (por exemplo, GM2, GD2, e GD3), antigeno carcinoembridnico (CEA) e
MART-I.

[0042] Conforme percebido por um versado na tecnologia, composi¢cdes
farmacéuticas sdo adequadamente formuladas para ser compativeis com a via de
administracdo destinada. Exemplos de vias adequadas de administragcdo incluem
administracdo parenteral, por exemplo, intravenosa, intradérmica, subcutanea,
intramuscular, oral (por exemplo, inalagdo), enteral, transdérmica (tépica),
transmucosal, e retal. Conforme mostrado nos exemplos, observou-se que o0s
compostos da férmula | fornecem uma melhora inesperadamente robusta da resposta
imune depois da administrac&o intramuscular.

[0043] Uma outra modalidade da invengdo € um método de estimular uma
resposta imune humoral a um antigeno. O método inclui co-administrar um composto
da formula | e um antigeno a um individuo, da forma descrita anteriormente. Da forma
aqui usada, uma “resposta imune humoral’ refere-se a produgédo de anticorpos por
células B e 0 processo acessorio que o acompanha incluindo, mas sem limitagdes,
por exemplo, ativacao de Th2 e producgao de citocina, formagéo do centro germinal e
troca de isotipo, producdo de maturagao de afinidade e geracéo de célula de meméria.
Para o propésito de determinar se uma resposta imune humoral é ativada, uma
comparacao quantitativa do sinal em uma amostra de um individuo administrado com

antigeno e um composto da férmula | pode ser feita a uma amostra de um individuo
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administrado com antigeno sozinho. A resposta imune humoral pode ser avaliada
medindo as fungbes efetoras dos anticorpos, incluindo neutralizagdo do patégeno ou
toxina, ativagdo do complemento classico, e promog¢ao de opsonina de fagocitose e
eliminagéo do patégeno. Os anticorpos produzidos na resposta para co-administrar o
composto da formula | e um antigeno podem ser de qualquer tipo, por exemplo, IgM,
IgA, ou IgG (tais como IgGl ou IgG2). A resposta imune humoral pode ser ensaiada
por qualquer método quantitativo conhecido na tecnologia, por exemplo, ELISA,
ensaio de imunodifusao radial unica (SRID), imunoensaio enzimatico (EIA), ou ensaio
de inibicdo da hemaglutinacao (HAI).

[0044] Uma modalidade adicional da inven¢ao € um método de ativar linfocitos T
CD4+ em um individuo. Conforme se sabe na tecnologia, células T CD4+, ou “células
T auxiliares,” s&o células que reconhecem antigenos apresentados pelo marcador de
histocompatibilidade principal de classe Il (MHC) na superficie das células que
apresentam antigeno, e secretam linfocinas para estimular ramificacdes tanto
mediadas por células quanto mediadas por anticorpo do sistema imune. A ativacao de
célula T CD4+ promove secregdo de linfocina, troca de isotipo de imunoglobulina,
maturacido de afinidade da resposta do anticorpo, ativacdo do macrofago e melhor
atividade de células matadoras naturais (NK) e T citotoxicas (CTL). Linfocinas s&o
proteinas secretadas por linfocitos que afetam sua propria atividade e/ou a atividade
de outras células. Linfocinas incluem, mas sem limita¢des, interleucinas e citocinas,
por exemplo, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL- 12, ou IFNy. Para o propoésito de
determinar se um linfécito T CD4+ € ativado uma comparacgéo quantitativa do sinal em
uma amostra de um individuo vacinado com antigeno e um composto da férmula |
pode ser feita com uma amostra de um individuo vacinado com antigeno sozinho.
Métodos para ensaiar ativacéo de células T CD4+ s&o conhecidos na tecnologia.
[0045] Uma outra modalidade da invenc¢éo € um método de ativar linfécitos CD8+
T em um individuo. Linfécitos CD8+ T reconhecem antigenos apresentados por
moléculas MHC de classe | (presentes em todas as células nucleadas). O combate do
complexo de peptideo de classe | de MHC resulta na distribuicdo de granulos liticos

para a célula alvo causando lise da célula alvo. Métodos usados para ensaiar a
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ativacdo de células T CD8+ sdo conhecidos na tecnologia e incluem, mas sem
limitacdes, analise ELISPOT, ELISA, FACS para ligagdo de tetramero/pentémero e
ensaios citotoxicos. Alternativamente, um modelo de camundongo pode ser usado
para monitorar a ativacdo de células T CD8+ usando um ensaio fluorescente para
medir a citotoxidade mediada por célula, da forma descrita em Hermans et al, 2004,
Journal of Immunologic Methods, 285:25-40, incorporado pela referéncia na integra.
Neste ensaio, camundongos s&o imunizados no dia 0 com a vacina com ou sem 0
composto de teste. Células alvo singenéicas séo criadas isolando esplendécitos de um
segundo conjunto de camundongos e marcando as células com dois corantes
fluorescentes de marcagao de célula separados ou concentragdes altas e baixas de
um unico corante fluorescente, por exemplo, CFSE ou CMTMR. Um conjunto de
células alvo € carregado com peptideos especificos para 0 antigeno, enquanto que
um segundo conjunto de células alvo € carregado com um peptideo irrelevante. As
duas populagdes de célula alvo sdo misturadas em quantidades iguais e injetadas nos
camundongos imunizados. 24 horas depois, camundongos sao sacrificados e
esplendcitos e amostras de sangue s&o obtidos. Os niveis de cada conjunto de células
alvo s&o analisados por citometria de fluxo. Ativacao de linfécitos CD8+ € determinada
comparando o numero de células alvo em uma amostra vacinada com antigeno e
composto de teste ao numero de células alvo em uma amostra de um individuo
vacinado com antigeno somente.

[0046] Outros aspectos da invengéo ficardo evidentes considerando os seguintes
exemplos ndo limitantes e figuras em anexo.

EXEMPLOS

[0047] Exemplo 1: Teste para melhora da resposta de célula T CD8+ por PBS-96,
PBS- 14 e PBS-11 injetados intravenosamente em um modelo de camundongo
[0048] Um modelo de camundongo foi usado para testar resposta de célula T
citotdxica especifica in vivo (CD8+) trazida a tona por compostos adjuvantes de teste
em combinag&o com antigeno quando administrados intravenosamente. Qito grupos
de 3 camundongos foram imunizados no dia 0 com antigeno (Ovalbumina, Ova, grau

VI, Sigma, St. Louis, MO) com ou sem adjuvante, adjuvante sozinho, ou carreador
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sozinho (controle) em um total de 100 yL de PBS intravenosamente (veia da cauda
lateral). Compostos adjuvantes de teste foram 1 ug de PBS-96, 1 ug de PBS- 14, 1 ug
de PBS-I | com ou sem 50 pg de antigeno Ovalbumina (OVA).

[0049] Células alvo singenéicas foram preparadas isolando esplenécitos de um
segundo conjunto de camundongos C57/B1/6J CD45.2 fémeas e marcando as células
tanto com concentragéo baixa (0,6 uM por 8 min a 37 °C) quanto com concentragéo
alta (6 uM por 8 minutos de 37 °C) de CFSE (corante fluorescente). A populagéo
marcada com concentracéo alta de CFSE foi pré-carregada com 5 uM de peptideo
SIINFEKL (Peptideo especifico Ova, NeoMPS, Inc, San Diego, CA) por 60 minutos a
37 °C. A populag&o marcada com baixa concentracéo de CFSE foi pré-carregada com
5 pL de peptideo LCMV gp33-41 (peptideo ndo Ova, NeoMPS, Inc, San Diego, CA)
por 60 minutos a 37 °C. Células alvo foram misturadas com uma razé&o final de 47/53
de baixa concentracdo de células carregadas CFSE para concentracdo alta de células
carregadas CFSE (2x107 células totais por 100 L) e injetadas intravenosamente em
cada um dos camundongos imunizados no dia 10. Camundongos foram sacrificados
no dia 11 e células do baco e amostras de sangue do sino orbital foram coletadas. A
porcentagem de sobrevivéncia média das células alvo pulsadas com peptideo
(concentracdo alta marcada com CFSE) foi calculada com relagéo a populagédo do
controle por analise citométrica de fluxo. Atividade citométrica foi expressa como
porcentagem de lise especifica (100 menos a porcentagem de sobrevivéncia média
dos alvos pulsados com peptideo). FIGURA 1 apresenta a porcentagem de lise
especifica de células alvo no sangue de camundongos imunizados. Somente a
administracdo das combinacdes de Ova e PBS-96 ou PBS-14 resultou em lise
citotdxica das células alvo especificas para Ova. Ao contrario, administracao de PBS-
11 ndo resultou na lise especifica das células.

[0050] Exemplo 2. Comparagéo da melhora da resposta de célula T CD8+ por
PBS-96, PBS-14, PBS-ll, PBS-57 e aGalCer quando injetado intravenosa e
intramuscularmente em um modelo de camundongo

[0051] Para determinar a capacidade dos compostos adjuvantes de teste de

induzir uma resposta de célula T citotdxica especifica in vivo (CD8+) quando
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administrados em combinacdo com antigeno, compostos adjuvantes de teste ainda
foram ensaiados usando o método descrito no exemplo 1. Dezoito grupos de
camundongos foram imunizados no dia 0 tanto intravenosamente (IV) (grupos 1-9 de
3 camundongos por grupo) quanto intramuscularmente (grupos 10-18 de 6
camundongos por grupo) Como se segue:

- Grupo 1 : 400 ug de Ova em 100 pL de PBS por IV

- Grupo 2: 1 ug de aGalCer em 100 uL de PBS por IV,

- Grupo 3: 1 ug de PBS-57 em 100 pL de PBS por IV,

- Grupo 4: 1 ug de PBS-14 em 100 pL de PBS por IV,

- Grupo 5: 1 ug de PBS-96 em 100 pL de PBS por IV,

- Grupo 6: 400 ug de Ova + 1 ug de aGalCer em 100 yL de PBS por IV;

- Grupo 7: 400 ug de Ova + 1 ug de PBS-57 em 100 pL de PBS por IV;

- Grupo 8: 400 ug de Ova + 1 ug de PBS-14 em 100 pL de PBS por IV;

- Grupo 9: 400 ug de Ova + 1 ug de PBS-96 em 100 pL de PBS por IV;

- Grupo 10: 400 ug de Ova em 50 pL de PBS por IM;

- Grupo 11: 1 ug de aGalCer em 50 uL de PBS por IM;

- Grupo 12: 1 ug de PBS-57 em 50 pL de PBS por IM;

- Grupo 13: 1 ug de PBS-14 em 50 pL de PBS por IM;

- Grupo 14: 1 ug de PBS-96 em 50 pL de PBS por IM;

- Grupo 15: 400 ug de Ova + 1 ug de aGalCer em 50 pL de PBS por IM;

- Grupo 16: 400 ug de Ova + 1 ug de PBS-57 em 50 pL de PBS por IM;

- Grupo 17: 400 ug de Ova + 1 ug de PBS-14 em 50 pL de PBS por IM;

- Grupo 18: 400 ug de Ova + 1 ug de PBS-96 em 50 pL de PBS por IM.
[0052] Células alvo foram misturadas com uma razdo final de 50/50 de baixa
concentragéo de células carregadas CFSE para concentrac&o alta células carregadas
CFSE (1x107 células de cada concentragdo, 2x107 células totais por 100 uL) e
injetadas intravenosamente em cada um dos camundongos imunizados no dia 10. No
dia 11, camundongos foram sacrificados e amostras de sangue foram coletadas do
sino orbital. Lise celular das células alvo especificas de OVA foi monitorada por

citometria de fluxo das células so sangue periféricas. Lise celular especifica foi
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determinada da forma descrita anteriormente.
[0053] FIGURA 2 mostra os resultados para camundongos injetados
intravenosamente. A resposta citotdxica especifica para Ova média em camundongos
tratados com Ova somente foi 11,8 + 14,4 %, com Ova e aGalCer f0i 79,9 £ 0,8 %, em
camundongos tratados com Ova e PBS-57 f0i 88,1 £ 6,2 %, em camundongos tratados
com Ova e PBS-14 f0i 83,3 £ 6,1 %, e em camundongos tratados com Ova € PBS96
foi 89,2 + 10,3 %. Resultados mostraram que PBS-14 e PBS-96 foram t&o efetivos
quanto PBS-57 na inducgé&o de respostas citotoxicas especificas para OVA in vivo.
[0054] FIGURA 3 mostra os resultados para camundongos injetados
intramuscularmente. O resposta citotoxica especifica para Ova média em
camundongos tratados com Ova somente foi 1,60 £ 14,33 %, em camundongos
tratados com OVA e aGalCer foi -5,85 £ 11,01 %, em camundongos tratados com Ova
e PBS-57 foi 56,11 £ 13,34 %, em camundongos tratados com Ova e PBS-14 foi 52,07
+ 29,56 %, € em camundongos tratados com OVA e PBS-96 foi 50,29 £ 42 6 %. Estes
resultados demonstram que PBS-96 e PBS-14 ambos trazem a tona uma resposta
imune tao efetivamente quanto PBS-57 tanto intravenosa quanto intramuscularmente
e que PBS-14, PBS-96 e PBS-57 sdo mais efetivos que aGalCer depois da injecéo
intramuscular.
[0055] Exemplo 3: Estimulo in vivo de IFNy por compostos adjuvantes de teste
[0056] Para testar a capacidade dos compostos de teste adjuvantes de estimular
liberac&o de citocina in vivo, camundongos C57BL/6 foram administrados com o0s
compostos em diferentes concentragdes intravenosamente e a producéo de IFNy no
soro foi medida 24 horas depois por ELISA. Grupos de 3 camundongos foram
inoculados intravenosamente (veia da cauda) no dia O como se segue:

Grupo 1: 100 pL de PBS sozinho

Grupo 2: 1 pg de aGalCer em 100 pL de PBS

Grupo 3: 100 ng de aGalCer em 100 uL de PBS

Grupo 4: 1 ng de aGalCer em 100 uL de PBS

Grupo 5: 0,1 ng de aGalCer em 100 yL de PBS

Grupo 6: 100 ng de aGalCer e 400ug de Ova em 100 pL de PBS
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Grupo 7: 1 ug de PBS-57 em 100 uL de PBS

Grupo 8: 100 ng de PBS-57 em 100 yL de PBS

Grupo 9: 1 ng de PBS-57 em 100 uL de PBS

Grupo 10: 0,1 ng de PBS-57 em 100 yL de PBS

Grupo 11 : 100 ng de PBS-57 e 400 pg de Ova em 100 yL de PBS

Grupo 12: 1 ug de PBS- 14 em 100 yL de PBS

Grupo 13: 100 ng de PBS-14 em 100 yL de PBS

Grupo 14: 1 ng de PBS-14 em 100 yL de PBS

Grupo 15: 0,1 ng de PBS-14 em 100 yL de PBS

Grupo 16: 100 ng de PBS-14 e 400ug de Ova em 100 uL de PBS

Grupo 17: 1 ug de PBS-96 em 100 yL de PBS

Grupo 18: 100 ng de PBS-96 em 100 yL de PBS

Grupo 19: 1 ng de PBS-96 em 100 yL de PBS

Grupo 20: 0,1 ng de PBS-96 em 100 yL de PBS

Grupo 21: 100 ng de PBS-96 e 400 ug de Ova em 100 uL de PBS.
[0057] 24 horas depois da inoculacdo, amostras de sangue foram coletadas dos
camundongos e niveis de IFNy foram detectados por estojo ELISA. Dois estojos
ELISA foram usados, Quantikine mouse IFNy (RD systems) foi usado para testar todas
as amostras € ELISA mIFNy (Diaclone) foi usado para testar grupo 1, 2, 3, 6, 7, 8, 11,

12,13, 16, 17, 18 e 21. Todos os soros foram diluidos antes do uso em ELISA como

se segue:
Grupo 1 :1/1 Grupo 2:1/50 Grupo 3: 1/50
Grupo 4: 1/20 Grupo 5: 1/10 Grupo 6: 1/50
Grupo 7: 1/50 Grupo 8: 1/50 Grupo 9: 1/20
Grupo 10: 1/10 Grupo 11: 1/50 Grupo 12: 1/50
Grupo 13: 1/50 Grupo 14: 1/20 Grupo 15: 1/10
Grupo 16: 1/50 Grupo 17: 1/50 Grupo 18: 1/50
Grupo 19: 1/20 Grupo 20: 1/10 Grupo 21 : 1/50
[0058] Os resultados s&o expressos como concentracéo de IFNy (pg/mL) no soro
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e levado em consideracé&o o fator de diluicdo. FIGURA 4 apresenta os resultados
usando o Estojo Quantikine mouse IFNy da RD systems. FIGURA 4A apresenta os
resultados de niveis de IFNy para camundongos imunizados com PBS-57. FIGURA
4B apresenta os resultados dos niveis de IFNy para camundongos imunizados com
PBS-14. FIGURA 4C apresenta os resultados de niveis de IFNy para camundongos
imunizados com PBS-96 e FIGURA 4D apresenta os resultados de niveis de IFNy
para camundongos imunizados com aGalCer. Em 0,1 ng, todos os candidatos a
adjuvante induzem liberac&o de citocina, mas camundongos imunizados com aGalCer
produziram trés ou quatro vezes menos IFNy que camundongos imunizados com
PBS-57, PBS-14 ou PBS-96 (1540,57 £+ 397,53 pg/mL, 4398,05 + 880,86 pg/mL,
6669,31 + 1231,82 pg/mL, 5823,33 + 720,69 pg/mL, respectivamente). Em 1 ng de
composto adjuvante de teste, PBS-57, PBS-14 e PBS-96 (11425,98 + 833,04 pg/mL,
7481,15 + 3454,03 pg/mL e 6271,95 + 3737,53 pg/mL, em média, respectivamente)
mostraram uma maior resposta que aGalCer (média de 3802,99 + 586,02 pg/mL). Em
100 ng de composto adjuvante de teste, PBS- 57, PBS-96 e PBS-14 todos produziram
maiores niveis de IFNy que oGalCer (21432,76 + 4312,76 pg/mL para PBS-57,
19679,891£1443,48 pg/mL para PBS-96, 19582,18 + 3421,20 pg/mL para PBS-14, e
7714,37 £ 3529,07 pg/mL para aGalCer, em média). Em 1 ug de composto de teste,
PBS-57 mostrou uma resposta mais fraca (3353,45 + 867,57 pg/mL) comparada a
dosagem de 100 ng (21432,76 + 4312,76 pg/mL), enquanto que PBS-14 ou PBS-96
ainda mostraram uma resposta menos, mais robusta (16392,53 + 5957,70 pg/mL e
17720,11 £ 2869,97 pg/mL, respectivamente) que na dosagem de 100 ng (19582,18
+ 3421,20 pg/mL e 19679,89 + 1443,48 pg/mL, respectivamente).

[0059] Um outro conjunto de camundongos foi usado para comparar a capacidade
dos compostos adjuvantes de estimular liberacdo in vivo de citocina pelo método
descrito anteriormente. Cinco grupos de camundongos C57BL/6 foram administrados
com 100 ng de PBS-57, PBS-14, PBS-96, ou PBS-11 em 100 pL de PBS ou 100 pL
de PBS sozinho intravenosamente. A produgéo de IFNy no soro foi medida 24 horas
depois por ELISA. FIGURA 5 apresenta os resultados para camundongos imunizados
com 100 ng de PBS-I |, PBS- 96, PBS-14 e PBS-57.
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[0060] No geral, a administragédo de PBS-14 e PBS-96 deu uma resposta de IFNy
similar ao PBS-57 e uma resposta inesperadamente maior que administragéo de PBS-
11.
[0061] Exemplo 4. Comparagéo da melhora da resposta de célula T CD8+ por
PBS-96, PBS-14, PBS-11, e PBS-57
[0062] Para determinar a capacidade dos compostos adjuvantes de teste de
induzir resposta de célula T citotoxica especifica in vivo (CD8+) em combinagéo com
antigeno, os compostos de teste foram testados pelo método descrito no exemplo 1.
Nove grupos de camundongos foram imunizados no dia O intravenosamente (1V) como
se segue:

- Grupo 1 : 400 ug de Ova em 100 pL de PBS;

- Grupo 2: 1 ug de PBS-11 em 100 yL de PBS;

- Grupo 3: 1 ug de formulagéo inédita de PBS-57 em 100 uL de PBS;

- Grupo 4: 1 ug de PBS-14 em 100 yL de PBS;

- Grupo 5: 1 ug de PBS-96 em 100 yL de PBS;

- Grupo 6: 400 ug de Ova + 1 ug de PBS-11 em 100 pL de PBS;

- Grupo 7: 400 ug de Ova + 1 pg de formulagéo inédita de PBS-57 em100

WL de PBS;

- Grupo 8: 400 ug de Ova + 1 ug de PBS-14 em 100 pL de PBS;

- Grupo 9: 400 ug de Ova + 1 ug de PBS-96 em 100 pL de PBS.
[0063] Células alvo foram misturadas com uma razdo final de 50/50 de baixa
concentragdo de células carregadas CFSE para concentracdo alta de células
carregadas CFSE (1x10 células de cada concentrag&o, 2x10 células totais por 100
ML) e injetadas intravenosamente em cada um dos camundongos imunizados no dia
10. No dia 11, camundongos foram sacrificados e amostras de sangue foram
coletadas do sino orbital. Lise celular especifica das células alvo especificas para Ova
foi monitorada por citometria de fluxo das células do sangue periféricas. Lise celular
especifica foi determinada da forma descrita anteriormente. Os resultados sé&o
mostrados na FIGURA 6. A lise celular especifica para Ova média foi 11,8 +14,4 %

para camundongos tratados com Ova somente, 32,3 + 2,5 % para camundongos
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tratados com Ova e PBS-11, 88,1 £ 6,2 % em camundongos tratados com Ova e PBS-
57, 83,3 £ 6,1 % para camundongos tratados com Ova € PBS-14, € 89,2 £ 10,3 % em
camundongos tratados com Ova e PBS-96. Estes resultados demonstram que PBS-
14 e PBS-96 séo tao efetivos quanto PBS-57 na indugéo de uma resposta citotdxica
in vivo depois da administragdo intravenosa em combinac&o com antigeno.
[0064] Exemplo 5. Comparagdo da melhora da resposta de célula T CD8+
diminuindo as quantidades de adjuvante depois da inje¢c&o intramuscular
[0065] Para determinar a capacidade relativa dos compostos adjuvantes de teste
de melhorar a resposta imune, um experimento similar ao descrito no exemplo 2 foi
realizado. Neste experimento camundongos foram injetados intravenosamente com
quantidades decrescentes de adjuvante (100 ng e 10 ng, respectivamente) em
combinac¢do com 50 ug de OVA antigeno no dia 0 como se segue:
[0066] Experimento A:

Grupo 1 : 50 ug de Ova em 100 yL de PBS

Grupo 2: 100 ng aGalCer ;

Grupo 3: 100 ng PBS-11

Grupo 4: 100 ng PBS-14

Grupo 5: 100 ng PBS-57

Grupo 6: 100 ng PBS-96

Grupo 7: 50 pug de Ova com 100 ng aGalCer;

Grupo 8: 50 pg de Ova com 100 ng PBS-11

Grupo 9: 50 pg de Ova com 100 ng PBS-14

Grupo 10: 50 ug de Ova com 100 ng PBS-57

Grupo 11: 50 ug de Ova com 100 ng PBS-96
[0067] Experimento B:

Grupo 1: 50 pg de Ova em 100 pL de PBS

Grupo 2: 10 ng aGalCer,

Grupo 3: 10 ng PBS-11

Grupo 4: 10 ng PBS-14

Grupo 5: 10 ng PBS-57
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Grupo 6: 10 ng PBS-9

Grupo 7: 50 pg de Ova com 10 ng aGalCer;

Grupo 8: 50 pg de Ova com 10 ng PBS-11

Grupo 9: 50 pg de Ova com 10 ng PBS-14

Grupo 10: 50 ug de Ova com 10 ng PBS-57

Grupo 11: 50 ug de Ova com 10 ng PBS-96
[0068] Células alvo foram administradas no dia 10 do experimento e sangue foi
coletado no dia 11. Os resultados para o experimento A usando 100 ng de cada
adjuvante s&o mostrados na FIGURA 7 e os resultados para o experimento B s&o
mostrados na FIGURA 8. FIGURA 7 e 8 demonstram que PBS-14 e PBS-96 sé&o
inesperadamente melhores que outros adjuvantes na melhora da resposta da célula
T CD8+ a um antigeno em dosagens inferiores quando administrados
intramuscularmente. De fato, depois da administracdo de OVA e somente 10 ng tanto
de PBS-14 quanto de PBS-96 intramuscularmente a porcentagem de lise especifica
das células alvo por células T CD8+ ainda é acima de 60 %, enquanto que a
porcentagem de lise especifica de células alvo depois da administracéo de OVA e a
mesma quantidade de PBS-57, PBS-1 1 ou aGalCer ndo foi diferenciada dos
controles.
[0069] Exemplo 6. Comparagéo da melhora da resposta de célula T CD8+ por
quantidades decrescentes de adjuvante depois da inje¢do intramuscular
[0070] Para verificar os resultados obtidos usando o ensaio de citotoxicidade in
vivo descrito nos exemplos anteriores, experimentos similares foram realizados e
ativacdo de célula T CD8+ foi determinada medindo a porcentagem de células T CD8+
especificas para OVA usando um ensaio de pentdmero. Resumidamente,
camundongos foram injetados intramuscularmente com as quantidades indicadas de
OVA e composto adjuvante de teste tanto em 1 ug quanto em 100 ng por camundongo,
respectivamente no dia O como se segue:
[0071] Experimento A:

Grupo 1 : 100 uL de PBS;

Grupo 2: 50 pg de Ova em 100 pL de PBS;
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Grupo 3: 50 pg de Ova com 1 ug aGalCer;

Grupo 4: 50 ug de Ova com 1 ug de PBS-11

Grupo 5: 50 ug de Ova com 1 ug de PBS-14

Grupo 6: 50 pg de Ova com 1 ug de PBS-57

Grupo 7: 50 ug de Ova com 1 ug de PBS-96
[0072] Experimento B:

Grupo 1: 100 uL de PBS;

Grupo 2: 50 pg de Ova em 100 pL de PBS;

Grupo 3: 50 pug de Ova com 100 ng aGalCer;

Grupo 4: 50 pg de Ova com 100 ng PBS-11

Grupo 5: 50 pg de Ova com 100 ng PB S- 14

Grupo 6: 50 ug de Ova com 100 ng PBS-57

Grupo 7: 50 pg de Ova com 100 ng PBS-96
[0073] Uma segunda injecdo foi administrada aos camundongos no dia 14 e
sangue foi coletado dos camundongos no dia 21. Os linfécitos foram coletados e
analisados por analise FACS usando pentdmero SIINFEKL H-2K® e CD8 anticorpo
para detectar células T CD8+ responsivas ao OVA.
[0074] Os resultados do experimento A s&o mostrados na FIGURA 9 e os
resultados do experimento B s&o mostrados na FIGURA 10. FIGURA 9 demonstra
que quando administrados em | ug de PBS- 14, PBS-96 e PBS-57 melhoraram a
porcentagem de células T CD8+ especificas para OVA depois da vacina¢do, enquanto
que PBS-11 e aGalCer ndo foram tdo efetivos. FIGURA 10 demonstra que em
dosagens inferiores de 100 ng de PBS-14 e PBS-96 foram surpreendentemente
melhores na melhora da resposta da célula T CD8+ a um antigeno comparado ao
PBS-57, PBS-11 e aGalCer.
[0075] Exemplo 7. Comparagédo da melhora da resposta humoral depois da
imunizagao intramuscular com adjuvante e antigeno
[0076] Para avaliar se as respostas imunes humoral e de célula auxiliar T CD4+
também melhoraram pela administracdo dos adjuvantes de teste com antigeno, as

respostas dos anticorpos 1gG1 e IgG2a foram medidas em camundongos vacinados
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com OVA com ou sem os adjuvantes de teste. Camundongos (6 por grupo) foram
injetados intramuscularmente com 50 ug de OVA tanto sozinho quanto em
combinagdo com 100 ng dos adjuvantes indicados (adjuvante de Freund foi usado
como um controle positivo) como se segue:

Grupo 1: 500 ug de Ova com CFA/IFA (Controle positivo)

Grupo 2: 50 pg de Ova

Grupo 3: 50 pg de Ova e 100 ng de aGalCer

Grupo 4: 50 pg de Ova e 100 ng de PBS-11

Grupo 5: 50 pg de Ova e 100 ng de PBS-14

Grupo 6: 50 ug de Ova e 100 ng de PBS-57

Grupo 7: 50 pg de Ova e 100 ng de PBS-96
[0077] Nos 14 dias depois da injecdo, amostras de sangue foram coletadas e
ELISAs para IgGl e IgG2a foram realizados usando anticorpos monoclonais de
camundongo especificos para isotipo 1gG1 ou lgG2a de OVA. Os resultados s&o
mostrados como o titulo do anticorpo no sangue periférico em ng/mL. Os resultados
para IgGl sédo apresentados na FIGURA 11 e os para IgG2a sao apresentados na
FIGURA 12. Conforme mostrado na FIGURA 11, PBS-14, PBS-96 e PBS-57 foram
todos capazes de trazer a tona um titulo de IgG1 robusto e melhorar o titulo de IgG1
especifico para OVA comparado a vacinagcdo com Ova somente ou OVA em
combinacdo com PBS-11 ou aGalCer. Surpreendentemente, PBS-14 e PBS-96
melhoraram o titulo de IgG2a especifico para OVA, bem como adjuvante de Freund e
muito melhor que PBS-57.
[0078] Embora as composi¢cdes e métodos desta invencao tenham sido descritos
em termos de modalidades exemplares, ficara evidente para os versados na
tecnologia que variagbes podem ser aplicadas as composi¢cbées e métodos e nas
etapas ou na sequéncia dos métodos aqui descritos se fugir do conceito, espirito e
escopo da invencdo. Mais especificamente, ficara evidente que certos agentes que
sa0 tanto quimica quanto fisiologicamente relacionados podem ser substituidos pelos
agentes aqui descritos, enquanto que os mesmos resultados ou similares podem ser

alcangados. Julga-se que todos tais substituintes e modificagbes similares evidentes
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para os versados na tecnologia estio no espirito, escopo e conceito da invengdo. Além
do mais, todas as patentes e pedidos de patente aqui listados ou descritos estéo
incorporados na integra pela referéncia.

[0079] Da forma usada neste pedido de patente e nas reivindicagdes em anexo,
as formas singulares “um,” “‘uma’, “0” e “a” incluem referentes no plural, a menos que
o contexto claramente indique de outra maneira. Assim, por exemplo, referénciaa uma
composi¢cdo contendo “‘um polinucleotideo” inclui uma mistura de dois ou mais
polinucleotideos. Também se deve notar que o termo “ou” € geralmente empregado
no seu sentido de incluir “e/ou”, a menos que o contexto claramente indique de outra
maneira. Todas as publicacdes, patentes e pedidos de patente referenciados neste
pedido de patente sdo indicativos do nivel de cada versado na tecnologia a qual esta
invengado pertence. Todas as publicacdes, patentes e pedidos de patente estédo aqui
expressamente incorporados pela referéncia do mesmo modo como se cada
publicacdo ou pedido de patente individual estivesse especifica e individualmente
indicado pela referéncia. No caso de conflito entre a presente revelagao e as patentes,
publicacdes e referéncias incorporadas, a presente descricdo deve controlar.

[0080] Especificamente também se entende que qualquer valor numérico aqui
citado inclui todos os valores do valor inferior ao valor superior, isto é, todas as
possiveis combinagdes de valores numéricos entre o menor valor € 0 maior valor
enumerados sao considerados expressamente estabelecidos neste pedido de

patente.
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REIVINDICACOES

1. Composicéo, caracterizada pelo fato de que compreende um composto

~

R, NH

da férmula I

o)

(CH2)xCH3
HO
H

H

nll|Z
o

OH

! = =
\/\I/\(CHz>nCH3
OH

em que R1 é Hou -OH, Rz é -H ou -OH, x € um numero inteiro de 18 a 26,

e n é um nudmero inteiro de 10 a 15.

M

2. Composicéo de acordo com a reivindicac&o 1, caracterizada pelo fato de

que x é 23.

3. Composicéo de acordo com a reivindicagéo 1, caracterizada pelo fato de

que x é 21.

4. Composigéo de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a 3,
caracterizada pelo fato de que n é 13.

5. Composicéo de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 1 a 4,

caracterizada pelo fato de que compreende adicionalmente um antigeno, dito antigeno

sendo um polipeptideo, polinucleotideo ou antigeno de carboidrato, derivado de um
agente infeccioso, um tumor, ou uma molécula enddgena.

6. Composicéo farmacéutica, caracterizada pelo fato de que compreende

a composi¢cdo como definida na reivindicacdo 1 e um antigeno.

7. Uso da composicao tal como definido na reivindicagéo 1, caracterizado

pelo fato de que € para preparar uma vacina para tratar, em combinacido com um

antigeno, uma infec¢do ou um tumor, em que o composto da férmula (1) melhora uma
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resposta imune de um individuo a um antigeno, em que a resposta imune do individuo
ao antigeno € melhorada com relacdo a uma resposta imune de um controle ao
antigeno.

8. Uso da composigao de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo

fato de que é para preparar uma vacina para tratar, em combinagdo com um antigeno,
uma infecgdo ou um tumor, em que o composto da férmula (I) melhora uma resposta
imune humoral de um individuo a um antigeno, em que a resposta imune humoral do
individuo ao antigeno € melhorada com relagdo a uma resposta imune de um controle
ao antigeno.

9. Uso de acordo com a reivindicagdo 8, caracterizado pelo fato de que a

resposta imune humoral compreende producéo de anticorpos IgG ou anticorpos IgA.

10. Uso da composicdo de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado

pelo fato de que € para preparar uma vacina para tratar, em combinacido com um
antigeno, uma infec¢do ou um tumor, em que o composto da férmula (1) melhora uma
resposta de célula T CD4+ de um individuo a um antigeno, em que a resposta imune
do individuo ao antigeno é melhorada com relagédo a uma resposta de célula T CD4+
de um controle ao antigeno.

11. Uso de acordo com a reivindicag&o 10, caracterizado pelo fato de a

resposta de célula T CD4+ melhorada compreende ativagdo de linfécitos T CD4+.

12. Uso de acordo com a reivindicagdo 10, caracterizado pelo fato de que

a ativagao dos linfocitos T CD4+ compreende um aumento em uma resposta imune
Th1 e/ou Th2.

13. Uso da composicdo de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado

pelo fato de que € para preparar uma vacina para tratar, em combinacido com um
antigeno, uma infeccdo ou um tumor, em que o composto da formula (I) melhora a
resposta da célula T CD8+ de um individuo a um antigeno, em que a resposta imune
do individuo ao antigeno é melhorada com relagédo a uma resposta de célula T CD8+
de um controle ao antigeno.

14. Uso de acordo com a reivindicagdo 13, caracterizado pelo fato de que

a ativacao dos linfécitos T CD8+ compreende um aumento na resposta citotdxica.
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15. Uso da composicdo de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado

pelo fato de que € para preparar uma vacina para tratar, em combinacido com um
antigeno, uma infeccdo ou um tumor, em que o composto da férmula (1) melhora a
ativacao de células que apresentam antigeno de um individuo a um antigeno, em que
a resposta imune do individuo ao antigeno é melhorada com relagéo a ativacéo de

células que apresentam antigeno de um controle ao antigeno.
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