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Relatério Descritivo da Patente de Invencdo para
"COMBINAGAO COMPREENDENDO UM PRIMEIRO CONSTITUINTE
E UM SEGUNDO CONSTITUINTE SEPARADO, COMPOSICAO
FARMACEUTICA E METODO DE FABRICAGAO DA MESMA".

[001] A presente invencéao refere-se a uma combinacao compre-
endendo pelo menos dois constituintes, ao uso dessa combinacao
como uma composicao farmacéutica, a seu uso para a fabricacao de
um medicamento, a métodos para o tratamento de um paciente
usando essa combinagdo e a um método para a fabricacdo dessa
combinacgéo.

[002] A moderna medicina molecular focaliza intensamente o uso
de compostos imunogénicos ou compostos moduladores do sistema
imune de um paciente para o tratamento desse paciente. As respectivas
doencas sao, entre outras, tumores e doencgas infecciosas.

[003] Em ambos os casos, compostos antigénicos, isto é,
compostos que sejam adequados para provocar uma resposta imune
ou fortalecer uma resposta imune sdo administrados ao organismo do
paciente. A utilidade dos respectivos compostos €, entretanto, em
muitos casos, limitada, o que requer um reforgo da resposta imune para
atingir um nivel clinicamente relevante de eficiéncia e eficacia. Esse
reforco pode ser realizado por administragado repetida o respectivo
agente ou por uso de um adjuvante.

[004] A técnica anterior apresenta varios adjuvantes, como oleos
minerais, micobactérias inativadas, compostos de aluminio e outros.
[005] Os adjuvantes conhecidos na técnica, entretanto, nem
sempre tem um desempenho de maneira suficiente para atender as
necessidades medicas, em particular com relacdo a novos regimes de
tratamento, como o uso de células que expressam citocinas conforme,
por exemplo, descrito no pedido de patente internacional
PCT/US94/01631.
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[006] O problema subjacente a presente invengao €, portanto, o de
apresentar composicdes, mais particularmente composicées farma-
céuticas, que compreendam pelo menos um primeiro constituinte e um
segundo constituinte, em que o primeiro constituinte € um adjuvante e o
segundo constituinte € um agente biologicamente ativo.

[007] Esse problema é resolvido, em um primeiro aspecto, por uma
combinagao compreendendo um primeiro constituinte e um segundo
constituinte, em que o primeiro constituinte € uma célula bacteriana que
compreende pelo menos uma molécula de acido nucléico recombinante
que codifica um peptideo ou polipeptideo de escape fagolisossémico, e

em que o segundo constituinte € um agente biologicamente ativo.

[008] Em uma modalidade, a célula bacteriana é deficiente em
urease.
[009] Em uma modalidade adicional, a célula bacteriana € uma

célula de Mycobacterium.
[0010] Em uma modalidade preferida, a célula é uma célula de
Mycobacterium bovis.
[0011] Em uma modalidade preferida, pelo menos um acido
nucléico codificador de subunidade de urease celular da célula
bacteriana esta inativado.
[0012] Em uma modalidade mais preferida, pelo menos uma
sequéncia codificadora de subunidade C da urease bacteriana esta
inativada.
[0013] Em uma modalidade, o dominio de escape fagolisossémico
€ um dominio de escape fagolisossémico de Listeria.
[0014] Em uma modalidade, o dominio fagolisossémico é codificado
por uma molécula de acido nucléico selecionada do grupo que
compreende:

a) uma sequéncia de nucleotideos compreendendo os
nucleotideos 211 - 1.722 conforme mostrado na SEQ ID NO: 1;
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b) uma sequéncia de nucleotideos que codifique a mesma
sequéncia de aminoacidos que a sequéncia de a); e

c) uma sequéncia de nucleotideos que se hibridize sob
condigdes rigorosas com a sequéncia de a) ou b).
[0015] Em uma modalidade, a célula bacteriana compreende pelo
menos uma molécula de acido nucléico recombinante que codifica um
peptideo ou polipeptideo capaz de provocar uma resposta imune em um
mamifero.
[0016] Em uma modalidade preferida, o peptideo ou polipeptideo é
selecionado de auto-antigenos, antigenos tumorais, antigenos virais,
antigenos de parasitas, antigenos bacterianos e seus fragmentos
imunogénicos.
[0017] Em uma modalidade preferida adicional, o peptideo ou
polipeptideo é parte de um polipeptideo de fusao.
[0018] Em uma modalidade, o polipeptideo de fusdo compreende:

a) pelo menos um dominio de um polipeptideo, em que o
dominio de polipeptideo € capaz de provocar uma resposta imune em
um mamifero; e

b) um dominio de escape fagolisossémico.
[0019] Em uma modalidade preferida, o polipeptideo é o
polipeptideo conforme definido na reivindicacao 9 ou parte dele.
[0020] Em uma modalidade preferida adicional, o dominio de
escape fagolisossbmico € um dominio do dominio de escape

fagolisossOémico conforme definido em qualquer uma das reivindicagdes

de 1a11.

[0021] Em uma modalidade preferida, a célula bacteriana é
rBCG:Hly ou rBCGAureC:Hly.

[0022] Em uma modalidade, o agente biologicamente ativo é uma

célula eucaridtica e, mais preferivelmente, uma célula eucaridtica

geneticamente manipulada que expresse uma citocina.
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[0023] Em uma modalidade preferida, a citocina € selecionada do
grupo que compreende interleucina-2, interleucina-4, interleucina-12 e
interferon-gama.

[0024] Em uma modalidade mais preferida, a célula co-expressa
duas ou mais citocinas.

[0025] Em uma modalidade ainda mais preferida, a célula co-
expressa IL-2 e interferon-gama.

[0026] Em uma modalidade preferida, a célula é autdéloga com
relago a um sujeito ao qual a célula e/ou a composigao seja
administrada ou deva ser administrada.

[0027] Em uma modalidade alternativa preferida, a célula é
alogénica com relagdo a um sujeito ao qual a célula e/ou a composicao
seja administrada ou deva ser administrada.

[0028] Em uma modalidade preferida, a célula é selecionada do
grupo que compreende células apresentadoras de antigenos nao-
profissionais, células apresentadoras de antigenos profissionais, células
tumorais e células dendriticas.

[0029] Em uma modalidade mais preferida, a célula tumoral € uma
célula de um tumor imunogénico, e em que as células tumorais sao, de
preferéncia, selecionadas do grupo que compreende células de
melanoma, células de carcinoma renal, células de tumor de mama,
células de tumor cerebral, células de tumor de prostata, cancer de
pulmao de células ndo pequenas, carcinoma de célon, tumor escamoso
de cabeca e pescocgo.

[0030] Em uma modalidade preferida, a célula € uma célula
alogénica e corresponde a HLA classe |.

[0031] Em outra modalidade preferida, a célula expressa outra
imunomolécula selecionada do grupo que compreende uma citocina, uma
molécula de adesao, um fator co-estimulador, um antigeno associado a

tumor, um antigeno especifico para tumor e um antigeno de parasita.
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[0032] Em uma modalidade mais preferida, o antigeno de parasita
€ a proteina gp190/MSP1 de Plasmodium, de preferéncia Plasmodium
falciparum, ou seu fragmento capaz de provocar uma resposta imune
em um mamifero.

[0033] Em uma modalidade preferida, o agente biologicamente
ativo é a proteina gp190/MSP1 de Plasmodium, de preferéncia
Plasmodium falciparum, ou seu fragmento capaz de provocar uma
resposta imune em um mamifero.

[0034] Em uma modalidade, o agente biologicamente ativo é o
citomegalovirus humano.

[0035] Em uma modalidade preferida, o agente biologicamente
ativo € uma particula viral ou uma multiddo delas, de preferéncia
liberadas apds a infecgédo de células de mamiferos por citomegalovirus
humano, em que as particulas (a) estdo envolvidas por uma membrana
lipidica em que as glicoproteinas virais estejam incrustadas, e (b) ndo
contém DNA nem capsideos virais.

[0036] Em uma modalidade preferida, as particulas contém uma
proteina de fusdo compreendendo uma ou mais partes do antigeno de
células T pp65 (UL83) e uma ou mais partes de uma ou mais proteinas
que nao sejam pp65S.

[0037] Em uma modalidade preferida, o antigeno de células T pp65
é fusionado a uma ou mais partes de uma glicoproteina do citomega-
lovirus humano, em que a glicoproteina € selecionada do grupo que
compreende a glicoproteina de HCMV gH, a proteina de HCMV IE
(ppUL123) e a glicoproteina de HCMV gB.

[0038] Em uma modalidade preferida, o antigeno de células T é
fusionado a uma ou mais partes de uma proteina que seja parte de um
patdgeno humano diferente do HCMV.

[0039] Em uma modalidade preferida, o patdgeno é selecionado do

grupo que compreende HIV-1, HBV, HCV e influenza.
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[0040] Em uma modalidade preferida, a(s) particula(s) contém(ém)
partes de pelo menos duas glicoproteinas que sejam variantes de uma
glicoproteina particular de diferentes cepas de HCMV.

[0041] Em uma modalidade mais preferida, uma das duas variantes
da glicoproteina de HCMV particular é a variante da cepa Towne de
HCMV, e a outra é a variante da cepa Ad169 de HCMV.

[0042] Em uma modalidade preferida, as células de mamiferos sao
fibroblastos, de preferéncia fibroblastos de prepucio.

[0043] Em uma modalidade preferida, a particula € um corpo denso.
[0044] Em uma modalidade preferida, o agente biologicamente
ativo € um corpo denso, de preferéncia um corpo denso de HCMV ou
um corpo denso conforme aqui definido.

[0045] Em uma modalidade, o agente biologicamente ativo é um
antigeno de Mycobacterium, de preferéncia Mycobacterium ssp.

[0046] Em uma modalidade preferida, o Mycobacterium é selecio-
nado do grupo que compreende M. tuberculosis, M. bovis, M. canettii,
M. africanum e M. paratuberculosis.

[0047] Em uma modalidade preferida, o antigeno é o antigeno 85.
[0048] Em um segundo aspecto, o problema subjacente a presente
invencdo € resolvido por uma composicdo, de preferéncia uma
composicao farmacéutica, compreendendo uma combinag¢ao de acordo
com o primeiro aspecto da presente invencédo e, opcionalmente, um
veiculo farmaceuticamente aceitavel.

[0049] Em um terceiro aspecto, o problema subjacente a presente
invengao € resolvido pelo uso de uma combinagdo de acordo com o
primeiro aspecto da presente invengdo, ou uma combinagéo de acordo
com O segundo aspecto da presente invengdo, ou cada um dos
constituintes dessa combinacao para a fabricacdo de um medicamento.
[0050] Em uma modalidade, o medicamento é para a prevengao

e/ou tratamento de uma doenca selecionada do grupo que compreende
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cancer e doencas infecciosas.

[0051] Aqueles versados na técnica reconhecerdo que a
composicdo da presente invengao e seus constituintes também podem,
isoladamente ou em combinacgao, de preferéncia ser usados para a
prevencido de uma doenca. Isso, em modalidades preferidas, baseia-se
no fato de que o primeiro constituinte da combinagdo de acordo com a
presente invencdo é adequado para provocar uma resposta imune e,
mais particularmente, uma resposta imune especifica, que permite ao
corpo do respectivo ser humano ou animal combater a doenca antes de
uma manifestacdo da doenca e, mais especificamente, antes de uma
manifestagao clinica ou medicamente relevante das doencas.

[0052] Em uma modalidade preferida, o cancer € um tumor
imunogénico, em que o tumor €, de preferéncia, selecionado do grupo
que compreende cancer de préstata, melanoma, carcinoma renal, tumor
de mama, tumores cerebrais, cancer de pulm&o de células nao

pequenas, carcinoma de célon e tumor escamoso de cabeca e pescoco.

[0053] Em uma modalidade alternativa, a doenca infecciosa é
malaria.
[0054] Em uma modalidade preferida, o agente biologicamente

ativo é a proteina gp190/MSP1 de Plasmodium ou seu fragmento capaz
de provocar uma resposta imune em um mamifero.

[0055] Em uma modalidade alternativa, a doenca infecciosa é
infeccdo por HCMV, de preferéncia infeccdo por HCMV humano. Em
uma modalidade preferida, o agente biologicamente ativo € um corpo
denso conforme aqui exposto.

[0056] Em uma modalidade alternativa, a doenca infecciosa é
tuberculose. Em uma modalidade preferida, o agente biologicamente
ativo € um antigeno de Mycobacterium, de preferéncia Mycobacterium
ssp. Mais preferivelmente, o Mycobacterium é selecionado do grupo que

compreende M. tuberculosis, M. bovis, M. canettii, M. africanum e M.
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paratuberculosis. Ainda mais preferivelmente, o antigeno € o antigeno
85.

[0057] Em um quarto aspecto, o problema subjacente a presente
invencao é resolvido pelo uso de uma combinagdo de acordo com o
primeiro aspecto da presente invengdo ou de cada um dos constituintes
dessa combinagao para a fabricagcdo de uma vacina.

[0058] Em um quinto aspecto, o problema subjacente a presente
invencgao é resolvido por um método para o tratamento de um paciente
que sofra de uma doencga e necessite desse tratamento, compreen-
dendo a administragao de uma combinagao de acordo com o primeiro
aspecto da presente invencdo ou de uma combinacio farmacéutica de
acordo com o segundo aspecto da presente invengao.

[0059] Em um sexto aspecto, o problema subjacente a presente
invencdo € resolvido por um método para a fabricacdo de uma
combinagao farmacéutica, de preferéncia uma composi¢cdo farma-
céutica de acordo com o segundo aspecto da presente invengao,
compreendendo as etapas de:

- fornecimento, como primeiro constituinte, de uma célula
bacteriana que compreende pelo menos uma molécula de acido
nucléico recombinante que codifique um peptideo ou polipeptideo de
escape fagolisossémico;

- fornecimento, como segundo constituinte, de um agente
biologicamente ativo; e

- formulacéo do primeiro constituinte e segundo constituinte
em uma composicao farmacéutica.

[0060] Em um sétimo aspecto, o problema subjacente a presente
invencdo é resolvido por um método para a fabricagcdo de uma
combinacdo farmacéutica, de preferéncia uma composi¢cao farma-
céutica de acordo com o segundo aspecto da presente invencao,

compreendendo as etapas de:
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- fornecimento, como primeiro constituinte, de uma célula
bacteriana que compreenda pelo menos uma molécula de acido
nucléico recombinante que codifique um peptideo ou polipeptideo de
escape fagolisossémico;

- fornecimento, como segundo constituinte, de um agente
biologicamente ativo; e

- formulacdo do primeiro e segundo constituintes
separadamente.

[0061] Em uma modalidade, o primeiro constituinte formulado e o
segundo constituinte formulado sdo embalados em uma Unica
embalagem.

[0062] Alternativamente, o primeiro constituinte formulado e o
segundo constituinte formulado sdo embalados em embalagens
separadas.

[0063] Em uma modalidade mais preferida, as embalagens sé&o
unidades de dosagem unica ou compreendem multiplas unidades de
dosagem unica.

[0064] Os presentes inventores descobriram, surpreendentemente,
que uma célula bacteriana, que pode ser uma célula bacteriana Gram-
positiva ou Gram-negativa que expresse um peptideo ou polipeptideo de
escape fagolisossémico, € um adjuvante particularmente util, que pode ser
usado em combinagdo com um agente biologicamente ativo. Mais
particularmente, os presentes inventores reconheceram que Mycobac-
terium bovis, de preferéncia Mycobacterium bovis Bacilo de Calmette-
Guérin (BCG) e, mais preferivelmente, Mycobacterium como BCG que
codifique ou expresse um peptideo ou polipeptideo de escape fagolisosso-
mico, € um meio adequado para provocar uma resposta imune ou reforcar
a resposta imune, particularmente mediada, quando se usam agentes
biologicamente ativos e, mais particularmente, outros agentes bioldgica-

mente ativos de provocacao imune. Um tipo particularmente preferido de
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agentes biologicamente ativos provocadores de resposta imune € uma
célula que expresse pelo menos uma citocina ou um antigeno de parasita,
ou um antigeno tumoral ou de parasita ou um antigeno viral.

[0065] Sem desejarem se limitar a qualquer teoria, os presentes
inventores sao de opinido de que esse peptideo ou polipeptideo de
escape fagolisossdmico permite que quaisquer antigenos derivados da
célula bacteriana ou do agente biologicamente ativo e adequados para
provocar uma resposta imune sejam mais eficientes para fazé-lo, uma
vez que esteja disponivel esse peptideo de escape fagolisossémico. Em
outras palavras, ao permitir que os antigenos criados pelo aprisiona-
mento da célula bacteriana nos fagolisossomos escapem deles e,
portanto, se apresentem ao sistema imune, aumenta-se o acesso a
antigenos especificos de BCG e, dessa forma, cria-se o efeito adjuvante
superior usado com relagao a presente invencao.

[0066] O tipo de distribuicao de peptideos na via de apresentacdo
MHC classe | pode potencializar a resposta imune especifica para BCG
ja existente e sua atividade adjuvante.

[0067] O efeito adjuvante de BCG e, mais particularmente, de BCG
ou qualquer microrganismo, de preferéncia qualquer organismo
Mycobacterium, que codifique ou expresse um peptideo ou polipeptideo
de escape fagolisossdbmico € um achado surpreendente adicional dos
presentes inventores, que pode ser, de preferéncia, utilizado quando
esse microrganismo causador de efeito adjuvante é combinado ou co-
administrado com um segundo agente biologicamente ativo ou
adicional. Diferentemente de outros adjuvantes que estimulam uma
resposta imune TH2, o adjuvante acima descrito, isto €, microrganismo,
pode ser usado para provocar uma resposta imune TH1. Essa resposta
imune TH1 € util na medida em que induz uma resposta imune celular.
Consequentemente, em um aspecto adicional, a invengao se refere ao

uso de um microrganismo que codifique e/ou expresse um peptideo de

Peticao 870210018186, de 24/02/2021, pég. 14/70



11/57

escape fagolisossébmico, em que o microrganismo €, de preferéncia
BCG e, mais preferivelmente, BCG conforme aqui descrito e, o mais
preferivelmente, um BCG ure C-deficiente, como um adjuvante.

[0068] Ainda mais surpreendentemente, os presentes inventores
descobriram que um microrganismo, de preferéncia BCG ou seus
derivados, que codifique e/ou expresse um peptideo de escape
fagolisossOémico e, mais preferivelmente, BCG conforme aqui descrito
em suas varias modalidades, incluindo, mas nao limitados a, rBCG:Hly
e, o0 mais preferivelmente, um BCG ure C-deficiente, como BCG: rBCG
AureC: Hly e seus derivados, € superior a BCG sem um peptideo de
escape fagolisossdmico, na medida em que seja capaz de induzir uma
pronunciada resposta de CD8 que seja especifica para o respectivo
microrganismo, como Mycobacterium e, além disso, também uma
pronunciada resposta de CD8 que seja especifica para o antigeno
representado por ou dado como o agente biologicamente ativo,
conforme aqui exposto e/ou definido. Em outras palavras, o
microrganismo aqui usado como ou citado como o primeiro constituinte,
nesta modalidade, isto €, compreendendo um peptideo de escape
fagolisossbmico e, mais preferivelmente, além disso, sendo ureC
negativo, ndo se limita a provocar a resposta imune de CD8 especifica
para 0 microrganismo, em contraste com o que aqueles versados na
técnica esperariam.

[0069] Em uma modalidade preferida, esse peptideo ou polipep-
tideo de escape fagolisossémico é o polipeptideo de escape fagolisos-
sbmico de L monocytogenes, listeriolisina (Hly). A listeriolisina € uma
citolisina ativada por sulfidrila formadora de poros € é responsavel pela
liberagdo de microrganismos L. monocytogenes dos vacuolos
fagolisossémicos no citosol de células hospedeiras. Essa funcdo de
escape pode ser transferida para varias células bacterianas, como

Bacillus subtilis, cepas atenuadas de Salmonella ssp. e Mycobacterium
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também, conforme descrito no pedido de patente internacional
PCT/EP2004/004345. Da mesma forma, o pedido de patente
internacional WO 99/101496 apresenta cepas recombinantes de
Mycobacterium bovis que secretam proteinas de fusdo com listeriolisina
biologicamente ativas. A célula bacteriana formadora do primeiro
constituinte da composi¢ao de acordo com a presente invencao exibe,
portanto, um mecanismo de formacdo de poros para perfurar
membranas endossdmicas, levando a uma imunoprotecao superior.

[0070] Aqueles versados na técnica reconhecerdao que ha varios
dominios de escape fagolisossémico, pelo que se prefere o dominio de
escape fagolisossémico de listeria que é descrito, por exemplo, na
patente norte-americana n® 5.733.151. Mais preferivelmente, o dominio
de escape fagolisossémico € derivado do organismo L. monocytogenes,
mais preferivelmente, o dominio de escape fagolisossdmico é codificado
por uma molécula de acido nucléico selecionada de a) uma sequéncia
de nucleotideos compreendendo os nucleotideos 211 - 1.722 conforme
mostrados na SEQ ID NO: 1, b) uma sequéncia de nucleotideos que
codifigue a mesma sequéncia de aminoacidos que a sequéncia de a), e
c) uma sequéncia de nucleotideos que se hibridize sob condigbes
rigorosas com a sequéncia de a) ou b). Outros polipeptideos de escape
fagolisossémico que podem ser usados com essa finalidade sao, entre
outros, hemolisina (perfringolisina) de Clostridium perfringens (O’Brien
D. K. et al, Infect. Immun. setembro de 2004; 72(9):5204-15);
hemolisina de Vibrio, mais particularmente Vibrio vulnificus (Lee S. E. et
al., Biochem. Biophys. Res. Commun. 5 de novembro de 2004;
324(1):86-91); hemolisina/citolisina de estreptococos do grupo B (Liu G.
Y. et al.,, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 5 de outubro de 2004;
101(40:14491-14496. Epub 20 de setembro de 2004); hemolisina BL de
Bacillus, mais particularmente Bacillus cereus (Moravek M. et al., FEMS
Microbiol. Lett. 1° de setembro de 2004; 238(1):107-13); hemolisina de
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Bordetella, mais particularmente Bordetella pertusis (Bassinet L. et al.,
Infect. Immun. setembro de 2004; 72(9):5530-3); hemolisina de
Escherichia coli (Wyborn N. R. et al., Microbiology maio de 2004; 150(Pt
5):1495-505) e hemolisina de Shigella (Sharma K. et al., Microbios.
2001; 106(413):31-8).

[0071] Além da sequéncia de nucleotideos representada na SEQ ID
NO: 1, a presente invencdo também compreende sequéncias de acidos
nucléicos que se hibridizam com elas. Na presente invengao, o termo
“hibridizagc&o” é usado conforme definido em Sambrook et al. (Molecular
Cloning. A laboratory manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press
(1989), 1.101-1.104). De acordo com a presente invengdo, o termo
“hibridizacao” é usado se um sinal de hibridizacdo positivo ainda puder
ser observado apo6s lavagem durante uma hora com 1 X SSC e 0,1% de
SDS a 55°C, de preferéncia a 62°C e, mais preferivelmente, a 68°C.
Uma sequéncia que se hibridiza com uma sequéncia de nucleotideos
como a SEQ ID NO: 1 sob essas condicbes de lavagem é uma
sequéncia de nucleotideos codificadora de dominio de escape
fagolisossémico preferida pela presente invengao.

[0072] Uma sequéncia de nucleotideos que codifique um dominio
de escape fagolisossémico conforme acima descrito pode ser obtida
diretamente de um organismo Listeria ou de qualquer fonte recom-
binante, por exemplo, uma célula de E. coli recombinante contendo a
molécula de acido nucléico de Listeria correspondente ou sua variante,
conforme acima descrito.

[0073] Deve-se reconhecer que essa célula bacteriana compreen-
dendo pelo menos uma molécula de acido nucléico recombinante que
codifigue um peptideo de escape fagolisossOmico e, mais particular-
mente, essa ceélula bacteriana sendo uma célula de Mycobacterium
compreendendo Hly é particularmente preferido para a composicao de

acordo com a presente invencdo. Em uma modalidade preferida
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adicional, a dita célula bacteriana €, além disso, deficiente de urease,
mais particularmente, ureC deficiente. Esse organismo também é
chamado de BCG: rBCG AureC: Hly ou de BKG.

[0074] Mycobacterium e, mais particularmente, Mycobacterium
bovis Bacilo de Calmette-Guérin (BCG) tem sido amplamente usado
como vacina viavel para a prevencdo de tuberculose, embora sua
eficacia ainda seja questionavel. Todavia, concorda-se que o BCG
possa proteger contra, ou pelo menos melhorar, formas graves de
tuberculose sistémica em criangas.

[0075] Entretanto, novas formas de BCG foram agora desenvol-
vidas. Os presentes inventores descobriram que essas novas formas de
BCG séo particularmente uteis como adjuvantes, quando administradas
juntamente com um agente biologicamente ativo e podem, portanto, ser
usadas como o primeiro constituinte da combinacdo de acordo com a
presente invengao.

[0076] A célula bacteriana que é usada como o primeiro constituinte
da combinagao de acordo com a presente invencao é, de preferéncia,
deficiente de urease. Esse traco resulta em um perfil de seguranga
aumentado pois, por causa da deficiéncia de ureia, a célula micobacte-
riana nao sobreviveria em um ambiente em que essa atividade
enzimatica fosse requerida, como no fagolisossomo.

[0077] A deficiéncia de urease pode ser conseguida por inativacéo
parcial ou completa de uma ou varias moléculas de acidos nucléicos
celulares que codifiquem uma subunidade da urease, particularmente
ureA que codifica a subunidade A da urease, ureB que codifica a
subunidade B da urease e/ou ureC que codifica a subunidade C da
urease. As sequéncias de ureA, ureB e ureC em Mycobacteria,
particularmente M. bovis e M. tuberculosis e as proteinas por elas
codificadas sao descritas por Reyrat et al. (1995) e Clemens et al.

(1995), que sao aqui incorporados por referéncia.
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[0078] De preferéncia, a cepa bacteriana deficiente de urease é
obtida por dele¢des e/ou insercdes de um ou varios nucleotideos nas
sequéncias de acidos nucléicos codificadoras de subunidades da
urease e/ou nas sequéncias de controle de expressao. Dele¢des e/ou
inser¢cdes podem ser geradas por recombinagao homdéloga, insergéo de
transposon ou outros métodos adequados.

[0079] Em uma modalidade particularmente preferida, a sequéncia
de ureC é inativada, por exemplo, por construcdo de um vetor suicida
contendo um gene ureC rompido por um gene marcador de selegao,
transformacéao da célula alvo com o vetor e triagem de células positivas
para o marcador de selegdo com um fenétipo urease negativo, conforme
descrito por Reyrat et al. (supra).

[0080] De acordo com a presente invencdo, varias espécies de
Mycobacterium podem ser usadas como a célula bacteriana formadora
do primeiro constituinte da composicao de acordo com a presente
invengao, a saber, M. bovis, M. tuberculosis, M. microti, M. smegmatis,
M. canettii, M. marinum ou M. fotuitum. Também esta dentro da presente
invencdo que se possam usar outros microrganismos, de preferéncia
microrganismos intracelulares, que exibam uma das ou ambas as
caracteristicas acima mencionadas, a saber, codifiquem ou expressem
um peptideo ou polipeptideo de escape fagolisossémico e sejam urease
negativos, mais particularmente ureC negativos.

[0081] Em uma modalidade adicional, a respectiva célula bacteriana
€ atenuada. Em uma modalidade mais preferida, a célula bacteriana &
atenuada, mas ainda esta viva e € mais particularmente adequada para
provocar uma resposta TH1.

[0082] Em uma modalidade mais preferida, a respectiva célula
bacteriana € uma célula bacteriana viva.

[0083] Em uma modalidade adicional, a célula bacteriana também

compreende pelo menos uma molécula de acido nucléico recombinante
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que codifique um peptideo ou polipeptideo capaz de provocar uma
resposta imune em um mamifero. Conforme aqui usado, o termo
provocar uma resposta imune em um mamifero significa que, por
exposicao desse peptideo ou polipeptideo ao sistema imune de um
mamifero ou de parte dele, pode-se criar uma resposta imune que seja
uma resposta imune mediada por células B. Alternativamente,
entretanto, a resposta imune é uma resposta imune mediada por células
T, mais preferivelmente uma resposta de células T CD8 MHC de classe
1 restrita.

[0084] Mais preferivelmente, esse peptideo ou polipeptideo é
selecionado do grupo que compreende auto-antigenos, antigenos
tumorais, antigenos virais, antigenos de parasitas, antigenos
bacterianos e seus fragmentos imunogénicos. De preferéncia, um
fragmento imunogénico é parte desse antigeno que ainda seja capaz de
provocar uma resposta imune. Um antigeno particularmente preferido é
a proteina gp190/MSP1 de Plasmodium, conforme aqui descrito em
maiores detalhes. Um antigeno viral particularmente preferido adicional
€ o corpo denso de HCMV, conforme aqui descrito em maiores detalhes.
Ainda um antigeno adicional sdo antigenos adequados para provocar
uma resposta imune contra tuberculose e, mais especificamente, contra
Mycobacterium tuberculosis, M. bovis, M. canettii, M. africanum e M.
paratuberculosis. Um antigeno particularmente preferido € o antigeno
85. Esse antigeno é, em uma modalidade preferida, o segundo
constituinte.

[0085] Aqueles versados na técnica reconhecerao que, sempre que
aqui for feita referéncia a um antigeno, esse termo também compreende
seus fragmentos ou formas com mutagao. Seus fragmentos e formas
com mutacao sdo considerados como o respectivo antigeno, contanto
gue essa sua forma com mutagao ou fragmento exiba pelo menos uma

caracteristica do antigeno de comprimento total ou tipo selvagem. De
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preferéncia, essa caracteristica € sua capacidade de provocar uma
resposta imune, mais preferivelmente uma resposta imune quando
usado juntamente com ou em combinagdo com o primeiro constituinte
ou um adjuvante conforme aqui descrito. Em uma modalidade ainda
mais preferida, essa resposta imune € uma resposta imune de CD8
especifica. Isso também se aplica a polipeptideos e proteinas,
respectivamente.

[0086] Aqueles versados na técnica também reconhecerdo que,
sempre que aqui for feita referéncia a um acido nucléico e a um acido
nucléico que codifique um polipeptideo ou proteina, respectivamente, o
termo também deve compreender aqueles acidos nucléicos que
codifiquem o polipeptideo ou proteina, opcionalmente seu fragmento ou
forma com mutacao, de preferéncia conforme aqui definido, em vista da
degeneragao do codigo genético ou em vista da necessidade de adaptar
a sequéncia para o uso de coédons do respectivo organismo hospedeiro
ou de producao.

[0087] O termo polipeptideo, proteina ou antigeno derivado de um
organismo significa, de preferéncia, que a sequéncia de aminoacidos do
respectivo polipeptideo, proteina ou antigeno € uma do respectivo
organismo, pelo que a sequéncia e, portanto, também o correspondente
acido nucléico codificador podem ser seus fragmentos e formas com
mutacao.

[0088] Deve-se reconhecer que o peptideo ou polipeptideo capaz
de provocar uma resposta imune em um mamifero pode ser o segundo
constituinte da composigcao. Esta dentro da presente invengéo que o
peptideo ou polipeptideo seja parte de um polipeptideo de fusdo. De
preferéncia, esse polipeptideo de fusdo compreende o peptideo ou
polipeptideo capaz de provocar uma resposta imune em um mamifero
ou seu dominio ainda com esse trago, e o polipeptideo de fusdo também

compreende um dominio de escape fagolisossémico, de preferéncia um
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dominio de escape fagolisossémico conforme acima descrito com
relacdo as modalidades do primeiro constituinte da presente invencéo.
O dominio de um polipeptideo que é capaz de provocar uma resposta
imune em um mamifero pode ser, no caso de esse peptideo ser um
antigeno bacteriano, derivado de um microrganismo, de preferéncia do
género Mycobacterium e, mais preferivelmente, de Mycobacterium
tuberculosis ou de Mpycobacterium bovis. Esse dominio tem um
comprimento de pelo menos 6, de preferéncia de pelo menos 8
aminoacidos. O dominio imunogénico é, de preferéncia, uma parte de
um polipeptideo nativo de Mycobacterium. Entretanto, dominios
imunogénicos modificados que possam ser derivados de um dominio
imunogénico nativo por substituicdo, delegdo e/ou adicdo de um ou
varios aminoacidos também estdo dentro do ambito da presente
invencdo. Em uma modalidade preferida, o dominio € um dominio da
proteina gp190/MSP1 de Plasmodium.

[0089] Em uma modalidade, a proteina de fusdo é codificada por
uma molécula de acido nucléico recombinante, a saber, uma molécula
de acido nucléico de acordo com a SEQ ID NO: 1. Essa molécula de
acido nucléico compreende uma sequéncia codificadora de peptideo de
sinal (nucleotideos 1 a 120), uma sequéncia codificadora de um dominio
imunogénico (nucleotideos 112 a 153), uma sequéncia codificadora de
elo peptidico (nucleotideos 154 a 210), uma sequéncia codificadora de
um dominio fagolisossdmico (nucleotideos 211 a 1.722), uma sequéncia
codificadora de elo peptideo adicional (nucleotideos 1.723 a 1.800) e
uma sequéncia codificadora de um peptideo aleatério (nucleotideos
1.801 a 1.870). A sequéncia de aminoacidos correspondente é
mostrada na SEQ ID NO: 2.

[0090] Em uma modalidade particularmente preferida, mais
particularmente quando o primeiro constituinte é rBCG:Hly ou

rBCGAureC:Hly, o segundo constituinte € um agente biologicamente
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ativo e, mais particularmente, uma célula geneticamente manipulada.
De preferéncia, a célula geneticamente manipulada é uma célula
eucaridtica. Mais preferivelmente, essa célula geneticamente
manipulada expressa pelo menos uma citocina. Uma citocina, conforme
aqui usado, é uma proteina secretada que influencia o comportamento
e as caracteristicas de outras células. Citocinas preferidas sao
interleucinas, quimiocinas, linfocinas, monocinas e fatores do
crescimento. Citocinas particularmente preferidas sao interleucinas e
interferons, em que interleucinas preferidas sao a interleucina-2,
interleucina-4, interleucina-12, de preferéncia interleucina-2, e o
interferon &, de preferéncia, interferon-alfa, interferon-beta ou interferon-
gama, mais preferivelmente interferon-gama.

[0091] Conforme aqui preferencialmente usado, uma célula
geneticamente manipulada é uma célula modificada com relagdo a
composicdo genética que esta presente na célula por insergao de
material genético exdégeno. Essa modificagdo da composi¢ao genética
compreende a introdugcdo de material genético ainda ndo presente na
célula, para ser acido nucléico verdadeiramente estranho, ou para ativar
uma parte do material genético enddégeno, em que esse material
genético enddgeno nao esteja presente ou ativo sem o dito material
genético exdgeno presente, pelo que o material genético exdgeno nao
€ necessariamente um material genético, mas pode ser qualquer
material ativo para isso. Os métodos para conseguir essa modificagao
sao bem conhecidos na técnica. Por exemplo, material de DNA exdgeno
pode ser introduzido na célula por tecnologia de precipitacdo de fosfato
de calcio, tecnologia de vetor viral, eletroporagao, lipofeccao, sistemas
de vetor viral, como sistemas virais adeno-associados, microinje¢céo ou
abordagens biolisticas. O resultado dessa manipulagao genética é que
a célula geneticamente manipulada seja capaz de expressar certos

produtos genéticos que ndo eram expressados antes.
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[0092] Os presentes inventores descobriram que a co-expressao de
interleucinas, e mais particularmente interleucina-2, e interferon-gama,
em combinagdo com a célula bacteriana descrita como o primeiro
constituinte da combinacdo de acordo com a presente invencio,
proporciona uma maneira muito eficaz de aumentar a resposta imune
de um organismo, mais particularmente a resposta TH1. A célula
particular pode ser escolhida de varias células, como células
apresentadoras de antigenos nao-profissionais, células apresentadoras
de antigenos profissionais, células tumorais e células dendriticas. Entre
esses tipos de células, as células tumorais sado particularmente
preferidas. Com a administragcdo dessas células tumorais, pacientes
com cancer aos quais essas células tumorais tenham sido introduzidas
experimentam um efeito aumentado da eficacia de abordagens de
vacinacao de tumor. De preferéncia, as células usadas para esse
processo de vacinagao sao tiradas da mesma entidade tumoral ou de
uma similar ao tumor a ser tratado usando a combinag¢éo de acordo com
a presente invencdo. Os efeitos benéficos do uso de células
geneticamente manipuladas que sao, entre outras, descritas no pedido
de patente internacional WO 94/18995 sao, dessa forma, aumentados
ainda mais pelo uso da célula bacteriana que forma o primeiro
constituinte da combinacéo de acordo com a presente invencao.

[0093] Esta dentro da presente invengdo que a célula apresen-
tadora de antigeno profissional seja uma célula dendritica, que €, entao,
usada como um agente biologicamente ativo conforme aqui descrito ou
€ um componente adicional do agente biologicamente ativo, em que, de
preferéncia, nessa modalidade, o agente biologicamente ativo € uma
célula geneticamente manipulada, mais preferivelmente uma célula que
expressa citocina, conforme aqui descrita, em que a célula, ainda mais
preferivelmente, co-expressa duas citocinas e, 0 mais preferivelmente,

interleucina-2 e interferon-gama. As células dendriticas séo, de
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preferéncia, carregadas com antigenos de um tumor, em que o tumor é
um para cujo tratamento a célula dendritica seja usada, de preferéncia
em combinagdo com os adjuvantes conforme aqui descritos e/ou a
combinagdo de um adjuvante e um agente biologicamente ativo como,
por exemplo, as ditas células que co-expressam citocinas. A carga das
células dendriticas € conhecida por aqueles versados na técnica e, por
exemplo, descrita em Vari e Hart ((2004) Cytotherapy: 6(2): 111-121).
Essas células dendriticas, isoladamente ou em combinacdo com
qualquer um dos adjuvantes aqui descritos, particularmente BCG ou
BKG, ou qualquer combinacgéo do primeiro e segundo constituintes aqui
descritos, € usada de preferéncia para o tratamento de qualquer uma
das doencas aqui descritas. De preferéncia, essa doenca é qualquer
doenca tumoral aqui descrita.

[0094] Tumores e canceres preferidos, respectivamente, que
podem ser tratados com esse tipo de abordagem sao, em particular,
tumores ou canceres imunogénicos como, entre outros, melanoma,
cancer renal, tumor de mama, tumor cerebral, tumor de préstata, cancer
de pulmdo de células ndo pequenas, carcinoma de colon e tumor
escamoso de cabeca e pescoco.

[0095] A expressao de uma citocina e, mais particularmente, a co-
expressdo de interleucina-2 e interferon-gama permite uma eficacia
aumentada dos antigenos tumorais apresentados pela célula
geneticamente manipulada. A melhora na resposta antitumoral é
ocasionada por dois mecanismos diferentes, que operam na mesma
direcdo. Do lado aferente, a secrecédo de INF y aumenta a expressao de
MHC e moléculas de adesado na superficie celular, levando a uma
melhor apresentacdo de antigenos especificos do tumor a células T
CD8" por moléculas MHC | e, portanto, a um melhor reconhecimento de
células tumorais por células T. Do lado eferente, a secrecéo de IL-2 em

intima proximidade a células tumorais aumenta a atividade de células T
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CD8". Assim, de preferéncia, a célula geneticamente manipulada que
expressa pelo menos uma citocina esta, em uma modalidade preferida,
pelo menos em certa medida, relacionada a entidade tumoral para cujo
tratamento é usada. Evidentemente, deve-se entender que outras
linhagens celulares podem ser usadas, pelo que € mais preferivel que a
dita célula, além de ser geneticamente manipulada conforme aqui
descrito, também expresse certos antigenos caracteristicos da entidade
tumoral a ser assim tratada.

[0096] Aqueles versados na técnica reconhecerdo que, em
principio, a célula geneticamente manipulada pode ser uma célula
autologa. Isso significa que uma célula é retirada de um paciente a ser
tratado usando-se a combinacao de acordo com a presente invengao,
em que as células retiradas normalmente sdo retiradas do tumor a ser
tratado, e as células sdo manipuladas para serem células genética-
mente manipuladas conforme aqui definido. Subsequentemente, esse
tipo de célula € administrado novamente ao paciente como parte da
combinacao de acordo com a presente invengao.

[0097] Para aumentar a eficacia das células geneticamente
manipuladas, essas células também podem expressar outra
imunomolécula. Conforme aqui usado, imunomolécula compreende
qualquer molécula que seja adequada para afetar o sistema imune.
Imunomoléculas compreendem, entre outras, citocinas, moléculas de
adesao, fator co-estimulador, antigeno associado a tumor, antigeno
especifico de tumor e antigeno de parasita.

[0098] Em uma modalidade adicional, a célula geneticamente
manipulada é uma célula alogénica. Uma célula alogénica €, em uma
modalidade preferida, uma célula originada da mesma espécie,
entretanto, ndo originada do mesmo individuo. Células alogénicas sao
células derivadas da mesma espécie, mas antigenicamente distintas.

Em uma modalidade particularmente preferida, a célula alogénica
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corresponde a respectiva populacio celular do tumor a ser tratado. Mais
preferivelmente, a correspondéncia estara relacionada a algumas das
ou a todas as classes de antigenos linfociticos humanos (HLA) com os
pacientes a serem tratados usando a combinagdo de acordo com a
presente invengado. Entretanto, podem-se usar diferentes graus de
correspondéncia. Mais particularmente, a correspondéncia sera uma
correspondéncia de HLA classe |. HLA classe | compreende as
subclasses A, B e C. A correspondéncia de HLA classe | sera dada se
houver uma correspondéncia entre a célula usada como o segundo
constituinte da composicao de acordo com a presente invengao e as
células que constituem o tumor em um paciente a ser tratado usando a
dita composigao.

[0099] Deve-se reconhecer que a correspondéncia e a extensao
dessa correspondéncia requeridas estao ao alcance daqueles versados
na técnica. Uma possivel abordagem experimental é inocular diferentes
grupos de animais/pacientes com diferentes graus de correspondéncia
e, entdo, desafiar com o tumor para examinar os efeitos. Alternativa-
mente, o teste pode ser feito diretamente com pacientes de tumor.
[00100] Uma linhagem celular particularmente preferida é a LNCaP,
gue co-expressa interlecuina-2 e interferon-gama e que deve ser usada
como o segundo constituinte com relagao a combinagao de acordo com
a presente invengao, mais particularmente para o tratamento de cancer
de préstata, em que o primeiro constituinte é rBCG:Hly ou
rBCGAureC:Hly.

[00101] Em uma modalidade adicional, o agente biologicamente ativo
€ um antigeno de parasita, mais particularmente a proteina gp190/MSP1
de Plasmodium. De preferéncia, o respectivo antigeno é derivado de
Plasmodium falciparum. De preferéncia, o respectivo antigeno é derivado
da sequéncia de aminoacidos da proteina MSP-1 de Plasmodium, de

preferéncia da proteina MSP-1 de Plasmodium falciparum. O termo
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antigeno de parasita, conforme aqui usado, significa o antigeno de
comprimento total, assim como seus fragmentos, contanto que sejam
adequados para provocar uma resposta imune, mais preferivelmente uma
resposta TH1 ou uma resposta TH1 mediada, de preferéncia em um
mamifero, ainda mais preferivelmente com relacdo a composicdo de
acordo com a presente invencdo, em que o primeiro constituinte é, mais
preferivelmente, rBCG:Hly e rBCGAureC:Hly, respectivamente.

[00102] Essa modalidade é particularmente util no tratamento de
malaria.

[00103] Esta no ambito da presente invengdo que esse antigeno de
parasita possa ser expressado por uma célula bacteriana agindo como
primeiro constituinte ou a combinacdo de acordo com a presente
invencdo, ou uma célula eucariética agindo como segundo constituinte
da composicao de acordo com a presente invencgao. Entretanto, também
esta no ambito da presente invengao que o antigeno de parasita seja
expressado pela célula bacteriana, que compreende pelo menos uma
molécula de acido nucléico recombinante codificando um peptideo ou
polipeptideo de escape fagolisossdmico conforme especificado para
varias modalidades da presente invengao.

[00104] Deve-se reconhecer que gp190/MSP consiste em varios
dominios de ocorréncia natural, e que esses dominios, isoladamente ou
em combinagdo, podem ser um antigeno de parasita conforme de
preferéncia aqui usado. gp190/MSP foi considerada durante muito
tempo como um candidato em potencial para uma vacina contra malaria.
Entretanto, sua preparacao foi considerada extremamente trabalhosa,
nao permitindo produgcdo em grande escala desse antigeno. Em vista
disso, uma vacina contra malaria em potencial ndo se tornou disponivel.
Entretanto, com base no achado técnico do pedido de patente
internacional WO 98/14583, esse antigeno de Plasmodium pode se

tornar disponivel em grandes quantidades. Deve-se reconhecer que
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esse antigeno de parasita ndo se limita ao antigeno gp190/MSP, mas
também compreende seus homdlogos encontrados em outras espécies
de Plasmodium, além do Plasmodium falciparum, como P. vivax. O
achado técnico do dito pedido de patente internacional €& aqui
incorporado por referéncia e permite que aqueles versados na técnica
preparem qualquer quantidade desse antigeno necessaria para
incorporagao na composicao de acordo com a presente invencao como
segundo constituinte. Vacinas de DNA s&o, por exemplo, descritas em
Grode L., Mollenkopf H. J., Mattow J. Stein M., Mann P., Knapp B.,
Ulmer J. Kaufmann S. H. Application of mycobacterial proteomics to
vaccine design: improved protection by Mycobacterium bovis BCG
primer-Rv3407 DNA boost vaccination against tuberculosis. Infect.
Immun. 2004 Nov; 7211:6471-9.

[00105] Em uma modalidade adicional, o agente biologicamente
ativo € uma particula ou grupo de particulas virais ou uma multidao de
particulas virais que sejam, de preferéncia, liberadas apds a infecgao de
células de mamiferos pelo citomegalovirus humano (HCMV), em que as
particulas (a) estdo envolvidas por uma membrana lipidica na qual as
glicoproteinas virais estejam incrustadas, e (b) ndo contém DNA nem
capsideos virais, ou sao corpos densos, de preferéncia corpos densos
de citomegalovirus humano. Essas particulas, conforme sera aqui
descrito em maiores detalhes, sdo usadas, de preferéncia, para a
prevencdo e/ou tratamento de uma infeccdo pelo citomegalovirus
humano que é o virus do herpes beta. Um grupo particularmente
relevante de sujeitos que podem ser tratados usando-se a combinagéao
de acordo com esse aspecto da presente invengcao sdo pacientes que
tenham sofrido um transplante de medula 6ssea.

[00106] Em uma pessoa imunocompetente, a infeccdo por HCMV
normalmente ndo é notada, com os sintomas mais leves e nao

especificos. Em contraste, em certos grupos de risco, por exemplo, em
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pacientes imunossuprimidos, como pacientes de AIDS ou receptores de
transplantes, e apos infeccao pré-natal, a infecgdo por HCMV tem
manifestagdes sérias, constituindo, portanto, um grupo adicional de
pacientes que podem ser tratados usando-se a combinacdo de
adjuvante e as respectivas particulas.

[00107] De acordo com o ensinamento técnico do pedido de patente
internacional PCT/EP 00/01794, provou-se que os chamados corpos
densos de HCMV sao eficientes em termos de inducédo de uma resposta
imune e, por fim, uma protecdo imune contra a infeccdo por HCMV.
Assim, os ditos corpos densos proporcionam uma indu¢ao de longa
duracdo de anticorpos neutralizadores, que protegem contra a infecgao
por HCMV com superposicdo de cepas. Isso € proporcionado pela
indugao eficiente da chamada “resposta de células auxiliares” (linfocitos
T CD4-positivos) contra HCMV para auxiliar na maturagéo de linfocitos
B secretores de anticorpos. Além disso, os ditos corpos densos sao
adequados para induzir a formacao de células T citotdéxicas contra
HCMV, em que linfocitos desse tipo sdo de importancia crucial para
terminar uma infeccdo por HCMV que tenha ocorrido e limita a
disseminacao do virus pelo corpo. Finalmente, esses corpos densos sao
adequados para minimizar os efeitos colaterais de uma vacina.

[00108] Corpos densos sdo induzidos pela infeccdo por HCMV e
liberados no meio de cultura de culturas de fibroblastos humanos
primarios infectados. S&o estruturas que sao visiveis sob microscopia
eletrénica, e mais de 90% de sua massa protéica consiste em pp65. Séo
comparaveis com particulas virais, por possuirem uma membrana
lipidica celular modificada por glicoproteinas virais e serem ejetados da
célula. As (glicoproteinas virais estdo, muito provavelmente, na
conformagéo natural nesse involucro. Como os corpos densos nao
contém DNA viral e nenhum capsideo viral, sdo ndo infecciosos. Podem

ser concentrados em grande quantidade a partir do sobrenadante de
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cultura celular por métodos estabelecidos. Tanto aplicagdes de vacina
preventiva, quanto terapéutica podem ser realizadas usando-se esses
corpos densos, particularmente em combinagdo como adjuvante aqui
descrito.

[00109] Corpos densos sao envolvidos por uma membrana lipidica
que torna possivel a fusao das particulas a certas células de mamiferos,
de modo que seu conteudo entre no citoplasma da célula. A membrana
das particulas contém glicoproteinas virais que representam os
principais antigenos para anticorpos neutralizadores de virus. As
particulas também se caracterizam pelo fato de ndo conterem DNA nem
capsideo viral. Além disso, contém o antigeno viral para células T pp65
(ppUL83), que tanto estimula a formagdo de células T auxiliadoras,
quanto € um antigeno essencial para induzir linfocitos T citotoxicos
(CTL) contra HCMV.

[00110] Essas propriedades, particularmente a combinacdo de
antigenos capazes de induzir tanto anticorpos neutralizadores, quanto
uma resposta celular adequada, tornam as particulas adequadas como
vacinas contra HCMV.

[00111] Da mesma forma, os corpos densos induzem, independente-
mente da via de administracao, respostas de células T auxiliadoras do
tipo Th1, que os qualificam como uma vacina contra HCMV.

[00112] Em uma modalidade adicional, descrevem-se corpos densos
ou as respectivas particulas que contém uma proteina de fusdo que
compreende, em uma parte, uma ou mais sec¢des do antigeno viral para
células T pp65 (ppUL83) ou a proteina e, em outra parte, uma ou mais
secOes de uma ou mais outras proteinas.

[00113] Isso torna possivel otimizar a antigenicidade das particulas,
porque essa proteina de fusdo esta presente em grandes quantidades
nas particulas. Além disso, sabe-se que a expressao de antigenos da

resposta imune celular e humoral em uma molécula pode aumentar
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distintamente a antigenicidade. As varias se¢des de pp65 e as outras
proteinas podem ser fusionadas entre si diretamente, mas também é
possivel, por exemplo, que quatro sequéncias de elo que ndo sejam um
constituinte natural de uma das proteinas envolvidas estejam presentes
entre as varias segdes. As sequéncias desse tipo podem surgir por
causa da clonagem ou ser incorporadas deliberadamente para
influenciar as propriedades do antigeno. Entretanto, a proteina de fuséo
nao contém, de preferéncia, nenhuma sequéncia estranha que nio seja
um constituinte de um dos parceiros de fusdo. Nessas modalidades, a
proteina de fusdo consiste em uma ou mais partes da pp65 e uma ou
mais partes de uma ou mais outras proteinas.

[00114] Aplica-se a todas as modalidades aqui mencionadas que a
pp65 completa ou uma ou mais de suas partes podem estar presentes
na proteina de fusédo. A expresséo “uma proteina de fusédo (consistindo)
em pp65” ndo deve, para fins deste pedido, ser entendida como restrita
a pp65 completa. Uma “parte” ou “secao” de uma proteina presente na
proteina de fusdo compreende pelo menos 6, de preferéncia pelo menos
8, mais preferivelmente pelo menos 9, 15 ou 20 aminoacidos
consecutivos da proteina da qual é derivada.

[00115] Uma modalidade preferida compreende uma proteina de
fusdo de pp65 (ppUL83) e um ou mais epitopos neutralizadores das
glicoproteinas virais gB ou gH. Particulas desse tipo podem ser geradas
conforme descrito no pedido de patente internacional PCT/EP
00/01794. A proteina de fusdo pode entrar, mediante captacao
especifica para antigeno, em células B especificas para glicoproteinas
que, por sua vez, sdo capazes de apresentar epitopos tanto das
glicoproteinas, quanto de pp65 no contexto de MHC classe Il. Além
disso, também ¢é possivel que partes da proteina de fusdo sejam
apresentadas por células apresentadoras de antigenos profissionais

(APC) no contexto de MHC classe Il. Em ambos os casos, o resultado
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€ uma estimulacéo eficiente da resposta Tw tanto para pp65, quanto
para glicoproteinas virais. Essas células T s&o capazes de estimular
células B especificas para glicoproteinas, que apresentam peptideos de
pp65 e glicoproteinas virais no contexto de MHC classe Il, para formar
anticorpos neutralizadores tanto homologa, quanto heterologamente.
Além disso, particulas desse tipo podem, como virions infecciosos, ser
recolhidas por células, e peptideos de pp65 podem ser introduzidos por
carregamento exdégeno na via MHC classe |. Isso resulta, incomumente
para vacinas mortas, em uma estimulacéo da resposta CTL a HCMV.
[00116] Em uma modalidade preferida adicional, as particulas
contém uma proteina de fusdo consistindo em pp65 € uma ou mais
partes de outra proteina de HCMV, a proteina IE1 (ppUL123). As partes
da proteina IE1 que devem estar particularmente presentes sdo aquelas
contra as quais se formam células T citotoxicas em seres humanos
durante a infecgao natural. Peptideos da proteina IE1 sdo, em alguns
casos, apresentados por moléculas de MHC classe | diferente dos
peptideos de pp65. A adicdo desses epitopos “CTL” adicionais de IE1
se destina a assegurar que, apos a imunizagao, sujeitos inoculados que
expressem diferentes moléculas de MHC classe | sejam capazes de
gerar CTL contra HCMV de maneira tdo abrangente quanto possivel.
[00117] Em uma modalidade preferida adicional, as particulas
contém uma proteina de fusdo consistindo em pp65, em um ou mais
epitopos neutralizadores de glicoproteinas de HCMV e em um ou mais
epitopos CTL de IE1. A fusdo de pp65 com epitopos neutralizadores e
epitopos CTL se destina a assegurar que seja possivel simultanea-
mente neutralizar anticorpos e formar CTL por sujeitos inoculados de
maneira tdo abrangentes quanto possivel, isto é, pelo numero maximo
de pessoas diferindo em padrao de MHC classe |.

[00118] Em uma modalidade preferida adicional, as particulas

contém uma proteina de fusao de pp65 e um ou mais epitopos de outro
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patégeno humano. Partes adequadas de outros patdégenos humanos
sdo antigenos contra os quais se formam anticorpos neutralizadores em
seres humanos. E possivel, mediante fusdo desses “antigenos
neutralizadores” com um antigeno para células T pp65, esperar um
aumento acentuado na resposta imune (resposta de anticorpos) em
comparagdo com o uso do “antigeno neutralizador” isolado. Exemplos
desses “antigenos neutralizadores” que devem ser mencionados séo
proteinas de superficie do virus da hepatite B (da regido HbsAG), do
virus da hepatite C (por exemplo, E2), dos virus da imunodeficiéncia
humana (HIV, da regido Env), do virus da influenza (hemaglutinina,
neuraminidase, nucleoproteina) ou outros patégenos virais. Patégenos
humanos adequados adicionais sdo bactérias, como Haemophilus
influenzae, Bordetella pertussis, Mycobacterium tuberculosis, Neisseria
meningitidis e outras. Finalmente, antigenos de patdgenos eucarioticos,
como plasmédios (malaria), poderiam ser fusionados a pp65.

[00119] Em uma modalidade preferida adicional, as particulas
contém uma proteina de fusdo consistindo em pp65 e uma ou mais
partes de proteinas de outros patdbgenos contra os quais sao gerados
CTL em seres humanos na infecgdo natural com esses patdgenos.
Exemplos desses epitopos CTL que podem ser mencionados sao partes
de proteinas de HIV-1, de HBV, de HCV ou de virus da influenza. A
intencdo desse procedimento € utilizar as propriedades imunogénicas
unicas dos corpos densos para gerar CTL protetora contra patégenos
heterdlogos em seres humanos.

[00120] Em uma modalidade preferida adicional, as particulas
contém uma proteina de fusdo consistindo em pp65, em um ou mais
epitopos neutralizadores de um patdgeno heterélogo e em um ou mais
epitopos CTL do mesmo patégeno. Essa fusdo se destina a assegurar
que sujeitos inoculados sejam capazes de formar tanto anticorpos

protetores e CTL contra esse patdgeno.
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[00121] A invencdo também se refere a particulas virais contendo
pelo menos duas glicoproteinas diferentes que sejam variantes da
mesma glicoproteina de diferentes cepas de HCMV.

[00122] Uma modalidade preferida contém exatamente duas
variantes, uma variante correspondendo a cepa Towne de HCMV, e a
outra variante correspondendo a cepa Ad169 de HCMV. A modalidade
preferida contém a glicoproteina gB tanto da cepa Towne, quanto da
cepa Ad169.

[00123] Essas duas proteinas podem ser incorporadas com
eficiéncia idéntica na membrana de corpos densos recombinantes na
célula infectada. Esses corpos densos recombinantes sao adequados
para induzir ndo apenas a superposicdo de cepas, mas também a
resposta imune neutralizadora especifica para cepa para as duas cepas
de HCMYV prototipicas.

[00124] Finalmente, a invencao também se refere a um método pelo
qual se preparam particulas virais que sejam completamente livres de
virus infecciosos. Conforme aqui preferencialmente usado, o termo livre
de virus infecciosos significa que a preparagao assim obtida é nao
infecciosa com relacdo ao nivel de deteccdo. Se forem produzidas
particulas a partir de uma populacao celular que tenha sido infectada
com HCMV, ha um risco de que particulas virais infecciosas sejam
transportadas durante a purificacdo das particulas. Isso representa uma
desvantagem para uma vacina.

[00125] O método da invengdo minimiza esse risco. Para isso,
inicialmente produz-se uma cepa de HCMV portadora de uma delecéo
em um gene essencial. Isso significa uma delegao da funcédo do gene.
Na maioria dos casos, isso se baseia na auséncia de um produto de
gene funcional, mas também é possivel que a fungdo de uma sequéncia
de gene regulador seja desarranjada para que o HCMV nao seja mais

viavel. Isso pode ocorrer por alteracdo da sequéncia de acido nucléico
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do HCMV, por exemplo, por mutagcbes pontuais, delec¢des reais,
insercdes ou outras mutacdes. Esse virus defeituoso s6 pode replicar
em células que expressem o gene que foi deletado no HCMV e,
portanto, tornem possivel a montagem de virions. Fibroblastos primarios
representam atualmente o unico sistema razoavelmente permitido para
a replicacao in vitro de HCMV. Uma transfeccéo estavel dessas células
até agora so foi possivel com o auxilio de métodos de transferéncia
retroviral. Isso é, entretanto, uma séria desvantagem se essas células
tiverem de ser usadas para produzir vacinas. O método da invencgao
torna disponiveis células transfectadas de maneira estavel que podem
ser produzidas sem transferéncia de gene retroviral, mas em que o HCM
também possa se replicar.

[00126] Uma modalidade preferida compreende fibroblastos de
prepucio humano que tenham sido transfectados de maneira estavel
com o gene de proteina de capsideo maior UL86. A transfeccao é
realizada, de preferéncia, com um auxiliar contendo lipidio, que leva a
uma eficiéncia de transfeccdo muito elevada. Em uma modalidade
preferida, o reagente “Fugene”, que pode ser adquirido na Roche
Diagnostics, Mannheim, é empregado para a transfeccgao.

[00127]  Virus deficientes cujo gene de proteina de capsideo maior
UL86 tenha sido deletado podem se replicar nessas células. Se
fibroblastos “ndo complementares” forem infectados com esse virus
deficiente, é, entdo, possivel isolar delas particulas de vacina viral livres
de particulas virais infecciosas.

[00128] Outra possibilidade para a produgdo das particulas da
invencao sem o risco de infecgao é reconstituir as particulas em células
sem infectar com HCMV. Para isso, todos os genes que codificam
constituintes das particulas tém de ser expressados nessas células.
Esses genes, para essa finalidade, tém de ser inseridos nas células.

[00129] Células de insetos infectadas por baculovirus sé&o
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preferencialmente usadas para essa finalidade. Os genes que codificam
os constituintes polipeptidicos das particulas sdo clonados em vetores
de expressao de baculovirus. A producao de baculovirus recombinantes
€ seguida por co-infecgéo de células de insetos, de preferéncia células
Sf9, pelos varios virus. Os genes sao expressados nas ceélulas de
insetos, e os polipeptideos resultantes sdo combinados para fornecer
as particulas desejadas. Finalmente, as particulas s&o liberadas pelas
células de insetos. Isso representa uma possibilidade para produzir
particulas ndo-infecciosas que podem ser usadas como vacinas.
[00130] Uma possibilidade alternativa €& clonar os constituintes
necessarios para a reconstituicio de corpos densos em baculovirus
recombinantes sob o controle do promotor/intensificador IE maior de
HCMV (MIEP). Demonstra-se que baculovirus recombinantes sao
capazes de infectar células eucaribticas superiores como, por exemplo,
células de mamiferos, e que genes estranhos sob o controle de um
promotor eucariético forte, como MIEP, sao fortemente expressados
nessas células. A vantagem desse procedimento seria que qualquer
modificacdo importante, como glicosilagdo, de proteinas antigénicas
dos corpos densos ocorreria de uma maneira mais natural em células
de mamiferos do que em células de insetos. Além disso, ha inUmeras
dessas linhagens celulares que ja estdo aprovadas para produgao de
vacinas.

[00131] Em uma modalidade adicional, o agente biologicamente
ativo € uma célula apresentadora de antigeno, em que essa célula
apresentadora de antigeno apresenta antigenos capazes de provocar
uma resposta imune contra tuberculose e, mais especificamente, contra
Mycobacterium tuberculosis, M. bovis, M. canettii, M. africanum e M.
paratuberculosis. Em uma modalidade preferida, a célula apresentadora
de antigeno é um microrganismo, mais preferivelmente um

microrganismo selecionado no grupo que compreende M. tuberculosis,
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M. bovis, M. canettii, M. africanum e M. paratuberculosis. A combinacido
de acordo com a presente invencdo compreendendo uma célula
bacteriana como um primeiro constituinte e essa célula apresentadora
de antigeno ou o proprio antigeno como o segundo constituinte ou como
um agente biologicamente ativo pode ser preferencialmente usada para
a prevengao e/ou tratamento de tuberculose. De preferéncia, o antigeno
€ o0 antigeno 85.

[00132] Esta dentro do ambito da presente invencao que o primeiro
constituinte da composicao de acordo com a presente invengao em suas
varias formas aqui apresentadas e, em particular, os microrganismos
com um dominio de escape fagolisossbmico em suas varias
modalidades, como rBCG:Hly e rBCG AureC: Hly, esta agindo e pode,
portanto, ser usado como um adjuvante, o que significa que é
responsavel pelo aumento do status imune de um paciente a ser tratado
ou que necessite de tratamento, mais preferivelmente o status imune
esta relacionado a TH1 e, ainda mais preferivelmente, o status imune é
caracterizado por um aumento na resposta TH1, em que essa resposta
TH1 esta aumentada em comparagao com um individuo nio tratado.
[00133] Conforme aqui exposto, o segundo constituinte é, de
preferéncia, fisicamente diferente ou fisicamente separado do primeiro
constituinte, contanto que seja o agente que proporciona uma resposta
bioldégica, bioquimica, fisiolégica ou médica especifica do paciente. O
fato de o primeiro e o segundo constituintes estarem fisicamente
separados permite uma administracdo independente ou separada dos
ditos dois constituintes. No caso de o agente biologicamente ativo ser
uma célula geneticamente manipulada que expresse uma citocina e,
mais preferivelmente, essa célula sendo uma célula de céancer, a
resposta imune especifica é dirigida para os antigenos introduzidos por
essa célula geneticamente manipulada. Todavia, deve-se reconhecer

gue as citocinas, devido a seu modo de agao, proporcionam um efeito
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benéfico global que poderia ser considerado como um efeito adjuvante,
também como ja proporcionado pelo primeiro constituinte.

[00134] Em um aspecto adicional, a presente invencao se refere a
uma composi¢cao farmacéutica compreendendo a combinagdo de
acordo com a presente invengao e, opcionalmente, um veiculo, diluente
ou adjuvante farmaceuticamente aceitavel ou outro(s) veiculo(s). De
preferéncia, esse veiculo, diluente, adjuvante e veiculos s&o inertes e
nao-toxicos. A composicao farmacéutica €, em suas varias modali-
dades, adaptada para administracdo de varias maneiras. Essa
administracdo compreende administragao sistémica e local, assim como
oral, subcutanea, parenteral, intravenosa, intra-arterial, intramuscular,
intraperitoneal, intranasal, intratecal e intra-ocular. Uma composicao
farmacéutica preferida € um tampéo aquoso ou fisiolégico contendo
tanto o primeiro, quanto o segundo constituinte.

[00135] Aqueles versados na técnica reconhecerao que a quantidade
de composicao farmacéutica a ser administrada depende do estado
clinico do paciente individual, do local e método de administracdo, do
cronograma de administracéo, idade, sexo, peso corporal do paciente e
outros fatores conhecidos por médicos praticantes. A quantidade
farmaceuticamente eficaz para fins de prevencao e/ou tratamento é
determinada, portanto, por consideragdbes como as conhecidas na
técnica médica. De preferéncia, a quantidade é eficaz para obter uma
melhora, incluindo, mas né&o limitadas a, melhorar o estado patologico
Ou proporcionar uma recuperagao mais rapida, melhora ou eliminagao
dos sintomas e outros indicadores selecionados como medidas
apropriadas por aqueles versados na técnica medica.

[00136] Em uma modalidade preferida, a composi¢ao farmacéutica
de acordo com a presente invencdo pode compreender outros
compostos farmaceuticamente ativos.

[00137] A composicao farmacéutica € formulada, de preferéncia,
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para proporcionar uma administracdo de dosagem unica ou uma
administracdo de multiplas dosagens.

[00138] Em uma modalidade, o primeiro constituinte e o segundo
constituinte, como estdo ou como parte de uma composicido farma-
céutica ou como uma composi¢cao farmacéutica, sao fornecidos
simultaneamente, como uma formulag¢ao unica ou como formulacées
separadas de cada um. No caso de uma formulacdo separada, a
primeira formulagdo contém o primeiro constituinte, e a segunda
formulagdo contém o segundo constituinte. A dita primeira e a dita
segunda formulacéo, respectivamente, sdo, em modalidade preferi-
das, formuladas como qualquer uma das formulacdes farmacéuticas
aqui descritas.

[00139] Também esta dentro do ambito da presente invencao que o
primeiro e o segundo constituintes, respectivamente, sejam separada-
mente administrados. De preferéncia, a diferenca de tempo entre o
primeiro e o segundo constituintes, respectivamente, € de cerca de uma
hora ou menos de uma hora, de preferéncia de cerca de 30 minutos ou
menos, € mais preferivelmente de cerca de 15 minutos ou menos.
[00140] Deve-se reconhecer que também esta dentro do ambito da
presente invengao que o primeiro ou o segundo constituinte ou ambos
os constituintes possam, nas varias formas aqui descritas, ser usados
para a prevengao de qualquer uma das doengas aqui descritas.
[00141] A presente invengao sera adicionalmente ilustrada com
referéncia as figuras e exemplos, dos quais caracteristicas, modali-
dades e vantagens adicionais da invencao podem ser tiradas, em que:
[00142] A figura 1 mostra um diagrama representando a resposta
imune expressada como células CD8 + Tet + T pela administragao
combinada de BKG e vacina, em comparacao com controles;

[00143] As figuras 2 - 4 mostram esquemas de imunizagdo para

vacinagao profilatica com tumores;
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[00144] As figuras 5 - 7 mostram esquemas de imunizagcdo para
vacina terapéutica com tumores; e

[00145] As figuras 8 e 9 sdo diagramas representando o efeito de
diferentes esquemas de imunizagcdo no numero de células T CD8 INF-
gama positivos pela estimulagdo com diferentes peptideos.

Exemplo 1: Uso de BKG como adjuvante para uma vacina com
tumor.

[00146] Neste exemplo, descrevem-se experimentos para
determinar a adequagao de BKG como adjuvante para uma vacina com
tumor. BKG, conforme aqui citado, expressa o peptideo de escape
fagolisossbmico de Listeria monocytogenes (Hly) e também & ureC
deficiente. Esse BCG modificado também é aqui chamado de rBCG:
delta ureC: Hly.

[00147] Basicamente, os pacientes e modelos animais, respectiva-
mente, tém de ser vacinados por um protocolo de vacinagao
padronizado que também é chamado de protocolo de reforco primario.
Subsequentemente, os animais sédo postos sob desafio de um tumor.
Sob essas condicbes, animais com vacinacdo por BKG/células
tumorais, apds o desafio com tumor, ndo desenvolverao nenhum tumor
ou suportarao o desafio com tumor mais tempo que o animal que foi
vacinado com tumor sem BKG como adjuvante. Pacientes com
vacinagcdo por BKG/célula tumoral podem suportar seu tumor mais
tempo em comparagdo com pacientes que receberam vacinacido com
tumor sem BKG como adjuvante.

[00148] Se nao for indicado o contrario, foram usados os seguintes
materiais e métodos.

Células:

[00149] Foram usadas as seguintes linhagens celulares: J558™°VA
(células J558 que expressam OVA e que esta ligada a membrana

celular), J558%°VA (células J558 que expressam OVA e que a secretam
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no ambiente) e EL-4°VA (células EL-4 que expressam OVA). As culturas
celulares foram inicialmente mantidas sob pressao de G418 durante 14
dias. Um teste de Mycoplasma foi negativo. Apos passagens iniciais
para aumentar o numero de células, as trés linhagens celulares foram
congeladas em porgdes de 10 x 106 com DMSO e armazenadas em N;
liquido durante pelo menos 7 dias antes do primeiro uso em um animal.
Bactérias:

[00150] As bactérias usadas sado marcadas: BKG (rBCG delta
ureC:Hly); também chamadas de “BKG”. BKG foi cultivada em meio 7H9
completo e congelada em 10% de glicerol/PBS. As bactérias podiam ser
descongeladas e recongeladas uma vez (mais recongeladas apenas
sem diluicido prévia).

[00151] Para a vacinacao primaria e 2 vacinagdes de reforgo
seguintes, 19,3 pyL = 1 x 10°® BKG foram injetadas nos
camundongos.

Preparagao da vacina:

[00152] Células congeladas sao descongeladas e lavadas duas
vezes em meio DMEM estéril. Subsequentemente, as células foram
ressuspensas em DMEM estéril e contadas. O volume de injecao total
foi de 100 uL (preparado de acordo com a Tabela 1). Antes da injegao,
as células foram irradiadas em uma seringa estéril (150 Gy de radiacao
gama). Controles in vitro: das células descongeladas antes da irradiacao
e depois da irradiacéo, respectivamente, uma aliquota por linhagem
celular foi removida e colocada em cultura celular. Esses controles
mostraram boa recuperagdo apds o descongelamento (células nao-
irradiadas), e nenhuma proliferacéo celular por mais de 14 dias apods a
irradiacao.

Camundongos:

[00153] Fémeas C57/B6 de 12 semanas de idade (distribuidas na

idade de 6 semanas e acomodadas no laboratério de teste durante 6
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semanas); vacinadas s.c. com 100 pL; agulha 25G; base da cauda; apés
7 dias, 0,3 mL de sangue para imunomonitorizagdo (tetramero para
OVA) removidos sob anestesia geral. O uso dos camundongos foi aceito
pelas respectivas autoridades.
[00154] Cronograma de BKG exp. n° 1:
dia 0 vacinagao primaria (Primaria)
7 dias 12 coleta de sangue
28 dias 12 vacina de reforgo (1° reforgo)
35dias 22 coleta de sangue
53 dias 22 vacinacgéao de reforgo (2° reforgo)
60 dias 32 coleta de sangue
74 dias  desafio com tumor
[00155] Os camundongos usados foram divididos em 2 grupos
experimentais e um de controle:

e grupo de vacina mais BKG (n = 9): subgrupos n° 1.1, n° 1.3
e n° 1.5 (veja tabela 1)

e grupo de vacina menos BKG (n = 9): subgrupos n° 1.2, n°
14en°1.6

e grupo de controle (n = 2): subgrupo n® 1.7

Tabela 1: Subgrupos e vacinas injetadas

Grupo | Células | BKG | DMEM | BKG | BKG | Célu- | Célu- [n=
exp. [ML] [n] [ML] las [n] | las [uL]
n°1.1 | J558™VA |+ - 1x10°| 19,3 | 1x10°| 80,7 | 3
n°1.2 | J558™VA | - - - - 1x10° | 100,0 | 3
n°1.3 | J558%°VA | + - 1x10°| 19,3 | 1x10°| 80,7 | 3
n°1.4 | J558°VA | - - - 1x10° | 100,0 | 3
n°15 | EL-4°* | + - 1x10°| 19,3 | 1x10°| 80,7 | 3
n°1.6 | EL-4°A | - - - - | 1x10°%| 1000 | 3
n°1.7 Cont. - 100 - - - - 2
20
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Alojamento dos animais:
[00156] Condig¢des S2, gaiolas IVC, 2 gaiolas; intervalo de troca 3 - 4
dias.
Analise FACS:
[00157] Realizou-se uma FACS para detectar a quantidade de
células T especificas para SIINFEKEL de maneira cega. Apoés classificar
os componentes celulares, o plasma € congelado e armazenado para
avaliacéo adicional a -80°C.
Experimentos in vitro paralelos:
Cultura celular:
geracgao das células para vacinagao e desafio com tumor
Controles in vitro das células usados nos experimentos com
animais
Culturas celulares das células usadas como controles nos
experimentos FACS, produzindo os tetrameros
Vetorologia:
[00158] Foi projetado um vetor (SINvetor) recombinante para IL-2,
IFN-gama e OVA. Esse vetor é usado para criar uma linhagem de
células tumorais de camundongo correspondendo as células LNCaP-IL-
2-IFNgama.
Resultados:
[00159] Os primeiros resultados da monitorizacdo imunoldgica,
conforme representados na figura 1, mostram que ha uma tendéncia a
uma quantidade mais elevada de células T capazes de reconhecer o
peptideo OVA no grupo de camundongos com BKG como adjuvante do
gue no grupo de animais que nao tinham adjuvante. Isso sustenta que
BKG é um adjuvante para vacinagdo com tumores que intensifica a
resposta imunoldgica a vacina.
Exemplo 2: Otimizagdao do regime de tratamento para vacinagao

com tumores usando BKG
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[00160] A seguir, apresenta-se um protocolo para otimizagdo do
regime de administragao do conceito terapéutico delineado no exemplo
1, para permitir que aqueles versados na técnica otimizem o regime de
tratamento basico aqui exposto. Os materiais e métodos sao conforme
delineados com relagdo ao exemplo 1 acima, caso nao haja indicagao
em contrario.

Regime 1:

[00161] Usando-se a linhagem celular J558 (H2KP) triplamente
transfectada de maneira estavel que expressa IL-2, IFN-gama e
ovalbumina, trés doses diferentes dessas células sdo injetadas em
camundongos (C57 BL/6 (H2KY)), a saber 5 x 10° células, 10 x 108
células e 15 x 10% células. Para cada dosagem, o grupo de
camundongos consiste em cinco animais, e seu esquema de injegao é
0 seguinte: imunizagao primaria com trés reforgos a cada 30 dias; em
que a injegdo ocorre com ou sem BKG (1 x 106 UFC). Os animais s&o
imunologicamente examinados se mostram ou nao resposta imune
especifica para ovalbumina e, em particular, um aumento na resposta
imune mediada por BKG.

Regime 2:

[00162] Esse ensaio consiste em uma série de Experimentos
Preliminares (“Experimentos Preliminares 1 a 7”) e quatro experimentos
maiores (“Experimentos 1 a 4”).

Experimento Preliminar 1: Descoberta da dosagem do tumor de
vacinagao com e sem BKG como adjuvante

[00163] Um total de 14 grupos de camundongos, cada um
consistindo em cinco camundongos (C57 BL/6 (H2KY)), sdo imunizados
com dosagens crescentes do tumor de vacinacgao (cada 2 dos 14 grupos
recebem a mesma dosagem de tumor de vacinagdo). O tumor de
vacinagdo consiste em células tumorais J558 alogénicas que

expressam ovalbumina irradiadas (H2KP), que so injetadas s.c. BKG a
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uma dosagem de 1 x 10% UFC é injetado juntamente com as células
tumorais em sete grupos. Apds uma semana, assim comoem 5,9 e 13
semanas, 0,5 mL de sangue é retirado dos animais, e a reagdo imune
especifica para ovalbumina é testada por meio de ELISA, coloragao de
citocina intracelular ou coloracao de tetramero. Usa-se um total de sete
dosagens de células diferentes dos tumores de vacinagdo com ou sem
BKG. As respectivas dosagens sdo 0,1 x 106, 0,5 x 108, 1,0 x 108, 5,0 x
10%, 10,0 x 105, 50,0 x 10° 100 x 10% em que os correspondentes
ensaios clinicos em seres humanos usam dosagens com uma faixa
preferida de 10 x 10° a 300 x 108 células. Camundongos no total de 2
grupos de controle nao recebem nenhum tumor de vacinagao. Um grupo
de controle recebe uma injecéo de BKG.

Experimento Preliminar 2: Descoberta da dosagem de tumor de
teste melanoma B16ova

[00164] Nesse ensaio, quatro grupos de camundongos (C57 BL/6
(H2KP)) recebem dosagens crescentes do tumor de teste (melanoma
B160ova s.c.). O crescimento do tumor € monitorizado até que o volume
do tumor atinja 2 cm. Uma vez que esse volume de tumor seja atingido,
os camundongos sao sacrificados, o sangue e o material tumoral sao
recuperados e armazenados para analise in vitro. Se n&do houver
nenhum crescimento tumoral, os camundongos s&o sacrificados apods
12 semanas. Mais uma vez, cada grupo consiste em cinco
camundongos, em que se usam quatro dosagens de células diferentes
do tumor de teste, a saber, 1,0 x 108 células, 5,0 x 10%, 10,0 x 10 e 50,0
x 108 células.

Experimento Preliminar 3: Determinagao da dosagem de adjuvante
[00165] Com base na dosagem identificada no Experimento
Preliminar 1, varia-se a dosagem de BKG, em que a dosagem do
adjuvante é variada por um fator de 10, 100 e 1.000 € 0,1, 0,01 e 0,001,

em comparacdo com a dosagem que € usada no Experimento
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Preliminar 1. Apés uma semana, assim como em 5, 9 e 13 semanas,
0,5 mL de sangue ¢ retirado dos animais, e a reagdo imune especifica
para ovalbumina € testada por meio de ELISA, coloragdo de citocina
intracelular ou coloracao de tetramero.
Experimento Preliminar 4: Estudos de modo de administragao
[00166] A dosagem das células tumorais de vacinagao determinada
no Experimento Preliminar 1 e a dosagem de BKG determinada no
Experimento Preliminar 3 s&o variadas com relagdo ao modo de
administracdo. Os modos de administragdo sao intravenosa,
intradérmica, intraperitoneal e s.c. ipsilateralmente. Para cada modo de
administracdo, a dosagem de BKG é uma vez, 0,1 vez ou 0,01 vez a
dosagem definida no Experimento Preliminar 3. Os modos de
administracédo aqui testados sao similares a um uso clinico em potencial
com seres humanos e diferem com relagdo ao compartimento do
sistema imune que foi primeiro contatado com o adjuvante. Apds uma
semana, assim como em 5, 9 e 13 semanas, 0,5 mL de sangue sao
retirados dos animais, e a reagao imune especifica para ovalbumina é
testada por meio de ELISA, coloragdo de citocina intracelular ou
coloragao de tetramero.
Experimento Preliminar 5: Estudos do esquema de imunizagao
[00167] Usando-se a dosagem de células tumorais de vacinacao
conforme definida no Experimento Preliminar 1 e a dosagem de BKG
determinada no Experimento Preliminar 3, os seguintes esquemas de
imunizacdo sao examinados:

1. Esquema de imunizagéo 1: uma unica co-injegao de tumor
de vacinacao e adjuvantes (grupos de controle).

2. Esquema de imunizagao 2: esse esquema corresponde a
imunizacgao profilatica de algumas doengas, como sarampo, em que ha
uma imunizagao basica tripla e um refor¢o, em que a imunizagao basica

€ efetuada no inicio, depois de duas e quatro semanas, e o reforgo é
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administrado depois de mais seis semanas.

3. Esquema de imunizacgao 3: esse esquema corresponde a
um esquema que se mostrou essencial para vacinagao terapéutica que
ocorre juntamente com uma aplicagdo concomitante das vacinas em um
intervalo de vacinagao distinto. Mais especificamente, os seguintes trés
subesquemas podem ser definidos:

[00168] Esquema de imunizacdo 3a: vacinagao a cada 3 semanas
(ultima amostragem de sangue e eutanasia apos 12 semanas);

[00169] Esquema de imunizacdo 3b: vacinagao a cada 6 semanas
(ultima amostragem de sangue e eutanasia apos 25 semanas);

[00170] Esquema de imunizacao 3c: vacinacao a cada 12 semanas
(ultima amostragem de sangue e eutanasia apos 43 semanas).

[00171] Todos os trés esquemas de imunizacao sao repetidos, em
que a dosagem do adjuvante BKG é a dosagem determinada no
Experimento Preliminar 3 ou sua dosagem de 10 vezes ou 0,1 vezes.
Experimento Preliminar 6: Descoberta da dosagem do tumor de
vacinagao (TRAMP) com e sem BKG

[00172] Um total de 12 grupos de camundongos TRAMP (Jackson
Laboratory Linhagens n°® 003135) sao vacinados com 0,1 vez, 1 vez e
10 vezes a dosagem de células tumorais de vacinacdo TRAMP-C1
definidas na literatura (5 x 108 células). As células tumorais de vacinagdo
sdo usadas sem nenhuma modificacdo genética (WtTRAMP) ou como
células transfectadas com IL-2/IFN-gama. Os camundongos s&o
imunizados por via s.c. usando-se 5 x 10°, 5 x 10% e 5 x 107 células
TRAMP. Seis grupos recebem 1 x 10®° CFU de BKG como adjuvante
ativo, juntamente com as células tumorais. Uma semana apods a
imunizagcao e subsequentemente apds cada seis semanas, 0,5 mL de
sangue € amostrado, e a reacado imune especifica para TRAMP-C1 é
determinada por ELISA, coloracéo de citocina intracelular ou coloragao

de tetramero. A cada doze semanas, realiza-se uma CT para
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monitorizar o progresso da doenca. Camundongos TRAMP que
experimentam uma doenca de cancer de prostata ndo afetado tém de
ser sacrificados com a idade de 32 a 35 semanas, para evitar sofrimento
desnecessario. Para explorar se, devido a vacinacédo, uma alteracéo no
progresso da doenga pode ser observado, os camundongos devem ser
observados até a 40? semana.

Experimento Preliminar 7: Estudos da dosagem de adjuvante
[00173] A dosagem das células tumorais de vacinagéo no Experimento
Preliminar 6 € variada com relagcédo a dosagem de BKG (0,1 vez, 1 veze 10
vezes a dosagem de BKG determinada no Experimento Preliminar 6). De
maneira similar ao Experimento Preliminar 6, tanto células wtTRAMP-C1,
quanto IL-2/IFNgama-TRAMP-C1 geneticamente manipuladas sao
testadas. Uma semana apds a imunizacado e subsequentemente a cada
seis semanas, amostras de 0,5 mL de sangue s&o recolhidas dos animais,
e a reagao imune especifica para TRAMP-C1 é determinada por ELISA,
coloracao de citocina intracelular ou coloracao de tetramero. A cada doze
semanas, realiza-se uma CT para monitorizar o progresso da doenga. A
ultima amostragem de sangue e a eutanasia sao realizadas na semana 40.
Experimento 1: Vacinagao profilatica com tumor usando o sistema
de ovalbumina

[00174] Camundongos C57BL/6 (H2KP) s&do imunizados usando-se
células tumorais de vacinagao, isto €, células tumorais J558 alogénicas que
expressam ovalbumina irradiadas (H2KP) com uma dosagem conforme
definida no Experimento Preliminar 1. Alguns dos animais recebem o
adjuvante ativo BKG (dosagem definida no Experimento Preliminar 3)
juntamente com o tumor de vacinagcdo. Apdés uma semana, 0,5 mL de
sangue sao retirados dos animais, € a reagdo imune especifica para
ovalbumina é determinada por ELISA, coloracao de citocina intracelular ou
coloragao de tetramero. Apds mais quatro semanas, a reatividade do

sistema imune contra células tumorais vivas é determinada por meio de
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injecéo s.c. de células tumorais B16 que expressam ovalbumina e controle
regular do crescimento tumoral com a dosagem das células tumorais
correspondendo a determinada no Experimento Preliminar 2.

[00175] Além disso, o efeito de BKG sobre o aumento da reacéao
imune especifica para tumor € comparado a bactérias de BCG do tipo
selvagem. Como modo de administragcdo, o melhor modo, conforme
determinado no Experimento Preliminar 4, € usado em combinagdo com
os dois esquemas de imunizag¢ao 6timos determinados no Experimento
Preliminar 5, compreendendo o melhor esquema de primaria-reforco e
o melhor esquema de aplicacéo continua.

Experimento 2: Vacina terapéutica com tumor usando o sistema de
ovalbumina

[00176] Em contraste com a imunizacéao profilatica com tumor relatada
no experimento 1, gera-se um crescimento tumoral em camundongos
C57BL/6 (H2KP) por injegdo s.c. de células tumorais de teste nao-
irradiadas, usando-se a dosagem identificada no Experimento Preliminar
2. Uma vez que o tumor tenha um didametro de 0,5 cm, os esquemas de
vacinacao descritos no Experimento 1 sdo testados. Os testes séo
interrompidos assim que o tumor tiver atingido um diametro de 2 cm.
Entretanto, os animais sdo monitorizados durante um maximo de um ano.
Para refletir os processos imunolégicos que ocorrem, 0,5 mL de sangue é
amostrado dos camundongos a cada quatro semanas, para determinar a
resposta imune conforme definida no experimento 1.

Experimento 3: Vacinagao profilatica com tumor (TRAMP)

[00177] Camundongos TRAMP mostram primeiro neoplasia intra-
epitelial na sexta para a sétima semana e acentuado quadro clinico de
carcinoma de préstata comecando na 152 semana. Esse carcinoma de
prostata € localmente limitado no inicio, mas, comegando na semana 24
em diante, 10% dos animais desenvolvem metastase, e graves estados

patologicos podem ser esperados comegando nas semanas 32 a 35. A
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vacinagao profilatica com tumor comega na 5 semana em diante. Usa-se
uma unica injecao de células tumorais de vacinagdo sem adjuvante e com
adjuvantes. Como células tumorais de vacinagdo, usam-se células
TRAMP-C1 letalmente irradiadas, que é uma linhagem celular de
carcinoma de prostata derivada de camundongos TRAMP. As células
tumorais de vacinagdo sao usadas sem serem geneticamente
manipuladas (WtTRAMP) ou como células transfectadas com IL-2/IFN-
gama. Além disso, os dois melhores esquemas de imunizagéo (esquema
primario-refor¢co e esquema de longo prazo), conforme determinado nos
Experimentos Preliminares, s&o testados. Como controle do
desenvolvimento de PCa, os animais devem ser submetidos a CT a cada
doze semanas. Os seguintes grupos podem ser definidos:

HV3.1 sem vacinagao (grupo de controle)

HV3.2 vacinagao com tumor apenas (células wtTRAMP-C1) s.c.
HV3.3 vacina BKG (células wtTRAMP-C1 + BKG) s.c.

HV3.4 vacina BCG (células wiTRAMP-C1 + BCG) s.c.

HV3.5 vacina com tumor apenas (WITRAMP) como primario-
reforco, conforme determinado no Experimento Preliminar 5

HV3.6 vacina BKG (wtTRAMP) como primario-reforco, conforme
determinado no Experimento Preliminar 5

HV3.7 vacina BCG (WtTRAMP) como primario-reforgo, conforme
determinado no Experimento Preliminar 5

HV3.8 vacinagcdo com tumor apenas (WtTRAMP) como imunizagao
de longo prazo, conforme determinado no Experimento Preliminar 5
HV3.9 vacina BKG (WtTRAMP) como imunizagcédo de longo prazo,
conforme determinado no Experimento Preliminar 5

HV3.10  vacina BCG (WtTRAMP) como imunizagdo de longo prazo,
conforme determinado no Experimento Preliminar 5

HV3.11  vacinagdo com tumor apenas (células IL2/IFN-gama-
TRAMP-C1) s.c.
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HV3.12  vacina BKG (células IL2/IFN-gama-TRAMP-C1 + BKG) s.c.
HV3.13  vacina BCG (células IL2/IFN-gama-TRAMP-C1 + BCG) s.c.
HV3.14  vacinagdo com tumor apenas (IL2/IFN-gama-TRAMP) como
primario-refor¢co, conforme determinado no Experimento Preliminar 5
HV3.15  vacina BKG (IL2/IFN-gama-TRAMP) como primario-reforgo,
conforme determinado no Experimento Preliminar 5

HV3.16  vacina BCG (IL2/IFN-gama-TRAMP) como primario-reforgo,
conforme determinado no Experimento Preliminar 5

HV3.17  vacinagdo com tumor apenas (IL2/IFN-gama-TRAMP) como
imunizacdo de longo prazo, conforme determinado no Experimento
Preliminar 5

HV3.18 vacina BKG (IL2/IFN-gama-TRAMP) como imunizagédo de
longo prazo, conforme determinado no Experimento Preliminar 5
HV3.19 vacina BCG (IL2/IFN-gama-TRAMP) como imunizagdo de
longo prazo, conforme determinado no Experimento Preliminar 5
[00178] O esquema de imunizagéo dos grupos HV3.2 a HV3.4 e HV3.11
a HV3.13 é representado como figura 2, com os numeros representando:
1: nascimento do camundongo; semana -5

: vacinagao; tempo 0 (camundongo com a idade de 5 semanas)

: amostra de sangue apos uma semana

: amostra de sangue apos sete semanas

: amostra de sangue e CT apds 13 semanas

: amostra de sangue apos 19 semanas

: amostra de sangue e CT apds 25 semanas

0 N O OB WD

: amostra de sangue apos 31 semanas

9: amostra de sangue e CT apds 37 semanas

10: amostra de sangue apos 40 semanas e eutanasia dos camundongos
[00179] O esquema de imunizagdo dos grupos HV3.5 a HV3.7 e
HV3.14 a HV3.16 é representado como figura 3, com os numeros

representando:
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1: nascimento do camundongo; semana -2

2: vacinagéao; tempo 0 (primaria I)

3: amostra de sangue apds uma semana

4: vacinagao apos duas semanas (primaria Il)

5: vacinagdo apds quatro semanas (primaria Ill) (com a idade de 6
semanas)

6: amostragem de sangue apos cinco semanas

7: vacinagao apos dez semanas (vacinacéo de reforgo) (com a idade de
12 semanas)

8: amostragem de sangue e CT uma semana apos a vacinagéo de
reforco

9: amostragem de sangue sete semanas apds a vacinagao de reforgo
10: amostragem de sangue e CT 13 semanas apoOs a vacinagao de
reforco

11: amostragem de sangue 19 semanas apds a vacinagao de reforgo
12: amostragem de sangue e CT 25 semanas apos a vacinagao de
reforco

13: amostragem de sangue 28 semanas apés a vacinagao de reforgo
(com a idade de 40 semanas) e eutanasia dos camundongos

[00180] O esquema de imunizagdo dos grupos HV3.8 a HV3.10 e
HV3.17 a HV3.19 é representado como figura 4, com os numeros
representando:

1: nascimento do camundongo; semana -2

2: primeira vacinagao; tempo 0

3: amostragem de sangue apds uma semana

4: segunda vacinagao apos seis semanas (intervalo de vacinagao
conforme determinado no Experimento Preliminar 5)

5: amostragem de sangue apés uma semana

6: terceira vacinacao apos doze* semanas

7: amostragem de sangue e CT apds uma semana
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8: quarta vacinacao apos 18* semanas

9: amostragem de sangue apos uma semana

10: quinta vacinacéo apods 24* semanas

11: amostragem de sangue e CT apds uma semana

12: sexta vacinacao apés 30* semanas

13: amostragem de sangue apdés uma semana

14: amostragem de sangue apds seis semanas

15: amostragem de sangue apos 40 semanas e eutanasia dos
camundongos

*o intervalo de vacinacdo depende dos resultados do Experimento
Preliminar 5

Experimento 4: Vacinacao terapéutica com tumor (TRAMP)

[00181] Todos os camundongos TRAMP desenvolvem um tumor de
prostata com a idade de 15 semanas, que esta completamente
desenvolvido na semana 32 e causa problemas clinicos para os
animais. Consequentemente, os animais devem ser imunizados na
semana 24. O experimento é interrompido uma vez que um dos critérios
de parada tenha sido atendido. No maximo, os animais sao
monitorizados durante 40 semanas. Para monitorizar 0os processos
imunoldgicos, uma amostra de sangue de 0,5 mL é retirada do
camundongo a cada seis semanas, e a resposta imune é estudada
conforme descrito com relacdo ao experimento 1, € se usa um
procedimento de formagdo de imagem, como CT, a cada doze
semanas. As mesmas células tumorais descritas com relagdo ao
experimento 3 sdo usadas.

[00182] Os seguintes grupos sao testados.

HV4 .1 sem vacinagao (grupo de controle)

HV4.2 vacinagao com tumor apenas (células wtTRAMP-C1) s.c.
HV4.3 vacina BKG (células wtTRAMP-C1 + BKG) s.c.

HV4.4 vacina BCG (células wtTRAMP-C1 + BCG) s.c.
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HV4.5 vacina com tumor apenas (wWtTRAMP) como primario-
reforgo, conforme determinado no Experimento Preliminar 5

HV4.6 vacina BKG (WwtTRAMP) como primario-refor¢go, conforme
determinado no Experimento Preliminar 5

HV4.7 vacina BCG (wtTRAMP) como primario-refor¢o, conforme
determinado no Experimento Preliminar 5

HV4.8 vacinagao com tumor apenas (WtTRAMP) como imunizagdo
de longo prazo, conforme determinado no Experimento Preliminar 5
HV4.9 vacina BKG (WwtTRAMP) como imunizagdo de longo prazo,
conforme determinado no Experimento Preliminar 5

HV4.10  vacina BCG (wtTRAMP) como imunizagdo de longo prazo,
conforme determinado no Experimento Preliminar 5

HV4.11  vacinagdo com tumor apenas (células IL2/IFN-gama-
TRAMP-C1) s.c.

HV4.12  vacina BKG (células IL2/IFN-gama-TRAMP-C1 + BKG) s.c.
HV4.13  vacina BCG (células IL2/IFN-gama-TRAMP-C1 + BCG) s.c.
HV4.14  vacinagdo com tumor apenas (IL2/IFN-gama-TRAMP) como
primario-reforco, conforme determinado no Experimento Preliminar 5
HV4.15 vacina BKG (IL2/IFN-gama-TRAMP) como primario-reforgo,
conforme determinado no Experimento Preliminar 5

HV4.16  vacina BCG (IL2/IFN-gama-TRAMP) como primario-reforgo,
conforme determinado no Experimento Preliminar 5

HV4.17  vacinagdo com tumor apenas (IL2/IFN-gama-TRAMP) como
imunizacdo de longo prazo, conforme determinado no Experimento
Preliminar 5

HV4.18 vacina BKG (IL2/IFN-gama-TRAMP) como imunizagdo de
longo prazo, conforme determinado no Experimento Preliminar 5
HV4.19 vacina BCG (IL2/IFN-gama-TRAMP) como imunizagao de
longo prazo, conforme determinado no Experimento Preliminar 5

[00183] Afigura 5 mostra o esquema de imunizagao 1 para 0s grupos
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HV4.2 - HV4.4 e HV4.11 - HV4.13, com 0s numeros representando:
: nascimento do camundongo
: amostragem de sangue apds seis semanas
: amostragem de sangue e CT apds doze semanas

: amostragem de sangue apds 18 semanas

1

2

3

4

5: vacinacdo apos 24 semanas
6: amostragem de sangue e CT apds 25 semanas

7: amostragem de sangue apos 30 semanas

8: amostragem de sangue e CT apos 36 semanas

9: amostragem de sangue apos 40 semanas e eutandsia dos
camundongos

[00184] Afigura 6 mostra o esquema de imunizagéo 2 para 0s grupos
HV4.5 a HV4.7 e HV4.14 a HV4.16, com os numeros representando:

: hascimento do camundongo

: amostragem de sangue apo0s seis semanas

: amostragem de sangue e CT apds doze semanas

: amostragem de sangue apos 18 semanas

: vacinagao apos 24 semanas (primaria I)

: amostragem de sangue e CT apds 25 semanas

: vacinagao apos 26 semanas (primaria Il)

0 N O O b W N -

. vacinagao apos 28 semanas (primaria Ill)

9: amostragem de sangue ap6s 30 semanas

10: vacinagao (vacinagao de refor¢o) apos 34 semanas

11: amostragem de sangue e CT apds 36 semanas

12: amostragem de sangue apos 40 semanas e eutanasia dos
camundongos

[00185]  Afigura 7 mostra o esquema de imunizagao 3 para 0s grupos
HV4.8 a HV4.10 e HV4.17 a HV4.19, com os numeros representando:
1: nascimento do camundongo

2: amostragem de sangue ap0s seis semanas
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: amostragem de sangue e CT apo6s doze semanas
: amostragem de sangue apds 18 semanas

: vacinagao apos 24 semanas (primaria I)

: amostragem de sangue e CT apds 25 semanas

: vacinagao apos 30 semanas (primaria Il)

0 N oo o0 b~ W

. amostragem de sangue apds 31 semanas

9: vacinagéo apds 36 semanas (primaria Ill)

10: amostragem de sangue e CT apds 37 semanas

11: vacinagao apods 42 semanas (primaria V)

12: amostragem de sangue apds 43 semanas e eutanasia dos
camundongos

[00186] Os intervalos de vacinacdo dependem, de preferéncia, dos
resultados do Experimento Preliminar 5.

Exemplo 3: Composig¢ao para tratamento de cancer de préstata
[00187] Uma composicao que é adequada para o tratamento de cancer
de prostata contém como um primeiro constituinte BCG que expressa o
peptideo de escape fagolisossémico de Listeria monocytogenes (Hly) e é,
além disso, ure C-deficiente. Esse BCG modificado também é aqui
chamado de rBCG: delta ureC: Hly. A composigéo contém, como segundo
constituinte, células LNCap geneticamente manipuladas. Essas células
sdo células de carcinoma de préstata recombinantes que expressam
interleucina-2 (IL2) e interferon-gama (IFN-gama). De preferéncia, essas
células LNCaP expressam ambas as citocinas de uma maneira aproxima-
damente equimolar. Esse tipo de células LNCaP sao, por exemplo,
descritas no pedido de patente internacional WO 94/18995. Essas células
de cancer de préstata recombinantes foram irradiadas com raios gama
para destruir sua capacidade de replicar antes do uso.

[00188] Ambos os constituintes s&o postos em suspensao em solugao
salina tamponada com fosfato e apresentados para administracdo a um

paciente. A composicdo contém 1 x 10° células de BCG e 1 x 108 células
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LNCaP contidas em 50 pL. A composigao € injetada por via i.v. Para testar
a eficacia, realiza-se uma analise ELISPOT. Essa analise ELISPOT ¢, por
exemplo, descrita em Mollenkopf H. J., Dietrich G., Fensterle J. Grode L.
Diehl K. D., Knapp B., Singh M., O’Hagan D. T., Ulmer J. B. e Kaufmann
S. H. Enhanced protective efficacy of a tuberculosis DNA vaccine by
adsorption onto cationic PLG microparticles. Vaccine. 29 de julho de 2004,
22(21-22):2690-5.

[00189] Em um regime de tratamento alternativo, a composigao
acima mencionada é administrada uma vez, seguida por administragao
adicional de apenas células LNCaP. Assim, € um principio genérico da
presente invengao que o primeiro e o segundo constituintes possam ser
administrados a uma frequéncia diferente e segundo um padrdo
temporal diferente.

[00190] Em testes clinicos, registram-se a histologia e o estagio
tumoral clinico, assim como o status de morte dos pacientes assim
tratados. Um parametro substituto sera, evidentemente, o nivel de PSA
e 0 numero de pacientes com um curso favoravel do nivel de PSA.
[00191] Devido a combinagio particular administrada ao paciente, sera
observado tanto um curso favoravel do nivel de PSA, quanto uma taxa de
sobrevida melhorada, que sao mais elevados em comparacao com os efeitos
observados sem o adjuvante, isto €, com administragcado de apenas células
LNCaP.

Exemplo 4: Uso de BKG como adjuvante de uma vacina para HCMV
[00192] Este exemplo relata a combinagdo bem-sucedida de BKG
como um adjuvante e corpos densos de HCMV conforme aqui descrita
para induzir imunidade celular contra infeccdo com citomegalovirus
humano. Mais particularmente, relata-se que a imunidade celular pode
ser induzida em um curto periodo de tempo. Essa rapida indugao de
imunidade contra HCMV ¢ particularmente importante em pacientes que

sofram transplante de medula Ossea, que se acompanha muito
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frequentemente de infeccdo por HCMV com risco de vida. Para
pacientes de transplante, ha necessidade de uma rapida geragédo de
imunidade celular, pois ndo ha tempo para vacinagcdo durante um
periodo de tempo mais longo de acordo com a pratica padronizada.

[00193]

Antigeno:

Usou-se o seguinte esquema de vacinagao:
corpos densos
dosagem: 20u g/animal
esquema de imunizagao: D: dia 0/7/21

C: dia 0/7

B:dia 0

Adjuvante: dosagem: 1 x 10%/animal

esquema de imunizagao: dia 0

Estrutura dos grupos:

Gr. | Numero | Vacinas (por animal) dia 0 Vacinas Vacinas
de (por animal) (por animal)
animais dia7 dia 21
A 4
B1 6 20 ug de corpos densos
B2 6 20 ug de corpos densos + 1
x 10° BKG
C1 6 20 ug de corpos densos 20 yg de
corpos densos
C2 6 20 pg de corpos densos + 1 20 yg de
x 108 BKG corpos densos
D1 6 20 ug de corpos densos 20 ug de 20 ug de
corpos densos | corpos densos
D2 6 20 ug de corpos densos + 1 20 ug de 20 ug de
x 108 BKG corpos densos | corpos densos
[00194] A preparacéo € feita a cada 8 e 9 dias, respectivamente,

apods a ultima imunizagao.

[00195]

Os resultados séo representados nas figuras 8 e 9, em que a

figura 9 € um diagrama representando o numero de células IFN-gama-

positivas por 10° composto de células T CD8+ com estimulagdo com uma
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mistura peptidica especifica para HCMV (da JPT Peptide Technologies
GmbH, Berlim, Alemanha). As sequéncias sao tiradas da proteina pp65 de
HCMV. E uma mistura (Pepmix) de 138 peptideos (15 aminoacidos cada)
que mostra superposi¢des de sequéncia de 11 aminoacidos. A figura 8 €
um diagrama similar ao da figura 9, em que o respectivo numero de células
T CD8+ foi determinado por estimulagdo com um peptideo de controle ndo
especifico. Conforme se pode observar nas ditas figuras, no caso de BKG
ser usado como um adjuvante na vacinagao inicial, em muitos casos, o
numero de células CD8 IFN-gama-positivas por 10° células T CD8
aumentou significativamente. O aumento mais pronunciado pode ser
observado nos grupos B2 e C2. Isso significa que uma vacinagao basica
com BKG em combinagédo com corpos densos, em que 0s corpos densos
s&o administrados no dia 0 e ap6s 7 dias, ja é suficiente para aumentar
significativamente o numero de células IFN-gama-positivas. Isso confirma
o surpreendente achado subjacente a presente invengao de que € possivel
induzir imunidade celular contra HCMV quando se combinam tanto corpos
densos, quanto BKG.

Exemplo 5: Composig¢ao para o tratamento e preven¢ao de malaria
[00196] Uma composicao para o tratamento e prevencao de malaria
compreende como primeiro constituinte rBCG: delta ure C: Hly e, como
segundo constituinte, o antigeno de malaria gp190/MSP1. Deve-se
reconhecer que o antigeno pode estar presente como um peptideo ou
ser parte de um peptideo maior, polipeptideo ou mesmo proteina.
[00197] A composi¢cdo compreende 50 ug da proteina MSP1 e cerca de
1 x 10° rBCG: delta ure C: Hly em 50 pL de um tampao PBS. A composic&o
€ administrada por via s.c. em camundongos. Apds a imunizagéo, o bago e o
sangue dos camundongos imunizados serdo coletados e usados em
meétodos analiticos.

[00198] O progresso do processo de vacinagdo € mais uma vez

monitorizado usando-se a tecnologia ELISPOT (Mollenkopf H. J., supra)
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e um ensaio de inibigdo da invasdo de merozoitos (Blackman et al. 1990
J. Exp. Med. Volume 172 P: 379-382). E esperada uma estimulaco
imune e uma secrecgao de IFN-gama aperfeicoadas apds a estimulagao
com peptideos especificos de MSP-1. Também espera-se uma inibicéo
da invasdo induzida pelos soros coletados de camundongos
imunizados. Os resultados de ELISPOT de IFN-gama e de inibi¢gao de
merozoitos sdo correlatos de protecoes.

[00199] As caracteristicas da presente invengdo apresentadas no
relatorio, nas reivindicagbes, na listagem de sequéncia e/ou nos
desenhos podem ser, tanto separadamente, quanto em qualquer de
suas combinagdes, material para a realizagcao da invencdo em suas

varias formas.
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REIVINDICAGOES

1. Combinagdo compreendendo um primeiro constituinte e um
segundo constituinte separado, caracterizada pelo fato de que o primeiro
constituinte é uma célula de Mycobacterium bovis Bacilo Calmette-Guérin
(BCG) deficiente em urease C que compreende pelo menos uma molécula
de acido nucléico recombinante que codifica a proteina de escape
fagolisossémico de Listeria, listeriolisina (rBCGAureC:Hly), e em que o
segundo constituinte € um antigeno.

2. Combinacédo de acordo com a reivindicagao 1, caracte-
rizada pelo fato de que o antigeno é selecionado a partir do grupo
compreendendo um antigeno de parasita, um antigeno de tumor, um
antigeno de virus, uma célula tumoral imunogénica, uma célula
eucariotica que expressa um antigeno associado a um tumor, uma
célula eucaridtica que expressa um antigeno especifico de um tumor,
uma ceélula que expressa um antigeno de parasita, um citomegalovirus
humano e um corpo denso de HCMV.

3. Combinacdo de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2,
caracterizada pelo fato de que o antigeno é a proteina gp190/MSP1 de
Plasmodium, de preferéncia Plasmodium falciparum.

4. Combinacdo de acordo com a reivindicacdo 1 ou 2,
caracterizada pelo fato de que o antigeno é o citomegalovirus humano.

5. Combinacdo de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2,
caracterizada pelo fato de que o antigeno € uma particula viral ou uma
multiplicidade da mesma, de preferéncia liberada apés a infeccdo de
células de mamiferos por citomegalovirus humano, em que as particulas
(a) estdo envolvidas por uma membrana lipidica em que as
glicoproteinas virais estejam incrustadas, e (b) ndo contém DNA nem
capsideos virais.

6. Combinacdo de acordo com a reivindicacao 5, caracte-

rizada pelo fato de que as particulas contém uma proteina de fuséo
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compreendendo uma ou mais partes do antigeno de células T pp65
(UL83) e uma ou mais partes de uma ou mais proteinas que ndo sejam
pp65.

7. Combinagdo de acordo com a reivindicagdo 6, caracte-
rizada pelo fato de que o antigeno de células T pp65 é fusionado a uma
ou mais partes de uma glicoproteina do citomegalovirus humano, em
que a glicoproteina é selecionada a partir do grupo que compreende a
glicoproteina gH de HCMV, a proteina IE1 (ppUL123) de HCMV e a
glicoproteina gB de HCMV

8. Combinacédo de acordo com a reivindicagdo 6, caracte-
rizada pelo fato de que o antigeno de células T € fusionado a uma ou
mais partes de uma proteina que seja parte de um patégeno humano
diferente do HCMV.

9. Combinacdo de acordo com a reivindicacdo 8, caracte-
rizada pelo fato de que o patdgeno é selecionado a partir do grupo que
compreende HIV-1, HBV, HCV e influenza.

10. Combinagdo de acordo com qualquer uma das reivin-
dicagdes 5 a 9, caracterizada pelo fato de que a(s) particula(s)
contém(ém) partes de pelo menos duas glicoproteinas que sejam
variantes de uma glicoproteina particular de diferentes cepas de HCMV.

11. Combinacao de acordo com a reivindicacao 10, caracte-
rizada pelo fato de que uma das duas variantes da glicoproteina de
HCMV particular é a variante da cepa Towne de HCMV, e a outra é a
variante da cepa Ad169 de HCMV.

12. Combinagao de acordo com qualquer uma das reivin-
dicagdes 5 a 11, caracterizada pelo fato de que as células de mamiferos
sao fibroblastos, de preferéncia fibroblastos de prepucio.

13. Combinagdo de acordo com qualquer uma das reivindi-
cacoes 5 a 12, caracterizada pelo fato de que a particula € um corpo

denso.
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14. Combinagao de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2,
caracterizada pelo fato de que o antigeno € um corpo denso de
HCMV.

15. Composicdo farmacéutica, caracterizada pelo fato de
que compreende uma combinacdo como definida em qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 14 e um veiculo farmaceuticamente aceitavel.

16. Método para a fabricagdo de uma composicao farma-
céutica como definida na reivindicagao 15, caracterizado pelo fato de
que compreende as etapas de:

- fornecer como primeiro constituinte uma célula de
Mycobacterium bovis Bacilo Calmette-Guérin (BCG) deficiente em
urease C que compreende pelo menos uma molécula de acido nucléico
recombinante que codifica a proteina de escape fagolisossémico de
Listeria, listeriolisina (rBCGAureC:Hly);

- fornecer como segundo constituinte separado um antigeno;

- formular o primeiro constituinte e segundo constituinte em
uma composicao farmacéutica.

17. Método para a fabricacdo de uma combinagao farma-
céutica como definida em qualquer uma das reivindicacbes 1 a 14,
caracterizado pelo fato de que compreende as etapas de:

- fornecer como primeiro constituinte uma célula de
Mycobacterium bovis Bacilo Calmette-Guérin (BCG) deficiente em
urease C que compreende pelo menos uma molécula de acido nucléico
recombinante que codifica a proteina de escape fagolisossémico de
Listeria, listeriolisina (rBCGAureC:Hly);

- fornecer como segundo constituinte separado um antigeno;

- formular os primeiro e segundo constituintes

separadamente.
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18. Método de acordo com a reivindicagao 17, caracterizado
pelo fato de que o primeiro constituinte formulado e o segundo
constituinte formulado s&do embalados em uma unica embalagem.

19. Método de acordo com a reivindicagao 17, caracterizado
pelo fato de que o primeiro constituinte formulado e o segundo
constituinte formulado s&do embalados em embalagens separadas.

20. Método de acordo com a reivindicacdo 18 ou 19,
caracterizado pelo fato de que as embalagens sdo unidades de

dosagem unica ou compreendem multiplas unidades de dosagem unica.
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Experimento 3: Esquema de imunizagéo 1: Gr. HV3.2 -HV3.4 ¢ HV3.11 - HV3.13
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Fig. 2

Experimento 3: Esquema de imunizag¢do 2: Gr. HV3.5 — HV3.7 assim como HV3.14- HV3.16
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Fig. 3

Experimento 3: Esquema de imunizagéo 3: Gr. HV3.8 - HV3.10 assim como HV3.17- HV3.19
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Fig. 4

Experimento 4: Esquema de imunizagéo 1: Gr. HV4.2 - HV4.4 e HV4.11 -~ HVA4A.13
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Experimento 4: Esquema de imunizagao 2: Gr. HV4.5 — HV4.7 assim como HV4.14 — HV4.16
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Fig. 6

Experimento 4: Esquema de imunizagio 3: Gr. HV4.8 — HV4.10 assim como HV4.17 — HV4.19
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Fig 7
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