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RESUMO

“WACINA CONTRA A GRIPE HUMANA CONTENDO QUATRO PEPTIDOS DE
INFLUENZA"”

Uma vacina da influenza baseada em péptidos sintéticos
humanos para administracdo intranasal compreende uma mistura de
flagelos contendo, pelo menos, quatro epitopos do virus
influenza reactivos com células humanas, cada uma expressa
individualmente na flagelina de Salmonella, sendo os referidos
epitopos do virus influenza seleccionados do grupo consistindo
de: (i) um epitopo de hemaglutinina (HA) das células B; (ii) um
epitopo de hemaglutinina (HA) das células T auxiliares ou na
nucleoproteina (NP) que se pode ligar a muitas moléculas de HLA;
e (i1iii) pelo menos dois epitopos de nucleoproteina (NP) de
linfécitos citotdxicos (CTL) ou proteina de matriz (M) que séao
restritos para a maioria das moléculas de HLA prevalentes em

diferentes populag¢des humanas.



DESCRICAO

“VACINA CONTRA A GRIPE HUMANA CONTENDO QUATRO PEPTIDOS DE
INFLUENZA"”

CAMPO DA INVENCAO

A presente invencgdao refere-se a vacinas de influenza e,
particularmente, a vacinas baseadas em péptidos compreendendo
epitopos conservados de ambos os linfdécitos B e T, reconhecidos

pelos HLA prevalentes em humanos.

ABREVIATURAS: Ab: Anticorpos; CTL: Linfdcitos T citotdxicos;

EID: Dose de infeccadao no ovo; HA: Hemaglutinina; HAU: Unidade de
Hemaglutinacao; i.n.: intranasal; i.p.. intraperitoneal;
NP: Nucleoproteina; PMBC: Células mononucleares do sangue

periférico; TT: Toxdide Teténico.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

A Influnza € um problema de saude publica e resulta em
custos econdmicos, morbidade e até mesmo mortalidade. A infeccéo
por Influenza pode resultar em varios estados de doenga, gque vao
desde infeccao sub-clinica, passando por uma infeccao
respiratdéria das vias superiores moderada e traqueobronquite,
até uma pneumonia viral grave ocasionalmente letal. As razdes
para este amplo espectro de gravidade séao explicadas pelo local

da infecgdo e o estado do sistema imunitdrio do hospedeiro. A



caracteristica mais importante da influenza, do ponto de vista
imunoldgico, sdo as alteracgdes rapidas e 1imprevisiveis das
glicoproteinas de superficie, hemaglutinina e neuraminidase,
referidas como desvios e mudancas antigénicas. Estas alteracdes
conduzem, eventualmente, a emergéncia de novas estirpes de
influenza, que permitem que o virus escape do sistema imunitédrio
e que nao a causa das epidemias quase anuais (Laver et al., 1980

e 1980a; Webster, 1982).

A imunizacgdo contra o virus influenza estd limitada por esta
variacdo antigénica acentuada do virus e pela restricdao da
infecgdo as membranas da mucosa respiratdéria. As vacinas de
influenza actualmente disponiveis e com licenca, baseiam-se no
virus total inactivo ou nas glicoproteinas de superficie viral.
Estas wvacinas de influenza falharam na inducdo de imunidade

completa, de longo termo e de estirpe cruzada.

O virus influenza compreende dois antigénios de superficie:
neuraminidase (NA) e hemaglutinina (HA), que sofrem alteracdes
graduais (desvios e mudancgas), conduzindo as variacgdes
antigénicas elevadas na gripe. A HA é um imunogénio forte e é o
antigénio mais significativo na definicdao da especificidade
seroldgica das diferentes estirpes de virus. A molécula de HA
(75-80 kD) compreende uma pluralidade de determinantes
antigénicos, entre os quais varios estdo em regides que sofrem
alteracdes em diferentes estirpes (determinantes especificos de
estirpe) e outros em regides gque sdo comuns a muitas moléculas

de HA (determinantes comuns).

O documento US 4474757 descreve uma vacina sintética contra
uma pluralidade de virus de influenza diferentes, compreendendo

um veiculo macromolecular adequado com um péptido ligado a ele,



sendo um fragmento antigénico de HA que € comum a varias
estirpes de virus influenza diferentes. Um dos determinantes
comuns descritos € o epitopo 91-108 de HA que ¢é conservado nas

trés estirpes do subtipo H3 de influenza.

A nucleoproteina (NP) estd localizada no nucleo viral e é um
dos antigénios especificos do grupo que distingue entre os virus
Influenza A, B e C. Ao contrdrio de HA, a NP é uma das proteinas
virais mais conservadas, sendo 94% conservada em todos os virus
Influenza A. O anticorpo especifico de NP do virus Influenza A
nao tem actividade neutralizadora de virus, mas a NP & um alvo
importante para os linfdécitos T citotdxicos (CTL) que tém
reactividade cruzada com todos os virus do tipo A (Townsend e
Skehel, 1984). 0s CTL reconhecem pequenos péptidos sintéticos
correspondendo a regides lineares da molécula de Influenza NP

(Townsend et al., 1985 e 1986).

A Publicagdo Internacional PCT WO 93/20846 descreve uma
vacina recombinante sintética contra varias estirpes de virus
influenza diferentes, compreendendo, pelo menos, uma proteina
quimérica compreendendo a sequéncia de aminodcidos da flagelina
e, pelo menos, uma sequéncia de aminodcidos de um epitopo de HA
ou NP do virus influenza, ou um agregado da referida proteina
quimérica. Seguindo esta abordagem, verificou-se gue uma vacina
anti-influenza recombinante sintética baseada em trés epitopos é
altamente eficiente em murganhos. Esta vacina inclui HA 91-108,
um epitopo das células B de HA que ¢é conservado em todas as
estirpes de H3 e induz anticorpos neutralizadores
anti-influenza, em conjunto com epitopos das células T
auxiliares e epitopos CTL de NP (NP 55-69 e NP 147-158,
respectivamente), que induzem respostas imunitdrias restritas a

MHC. Cada um destes epitopos foi expresso na flagelina da



estirpe da vacina da Salmonela. Os flagelos 1isolados foram
administrados a murganhos, resultando em proteccgao contra

infeccdo viral (Levi e Arnon, 1996).

Ben-Yedidia T. et al., (Mechanisms in Ageing and Development
104 (1998), pp. 11-23) investigaram a eficiéncia de vacina de
influenza de trés epitopos em murganhos de diferentes grupos de

idades.

SUMARIO DA INVENCAO

De acordo com a presente invencdo, os epitopos do péptido de
influenza reactivos com células humanas foram expressos em
flagelina de Salmonella e testados para a eficdcia em quimeras
por radiacdo humano/murganho em que as PBMC humanas foram
enxertadas de um modo funcional. A eliminacdo do virus apds
estimulo e a resisténcia a infeccao letal foil observada apenas
nos murganhos vacinados e a produgao de anticorpos humanos
especificos para o virus foi também superior neste grupo. A
andlise FACS mostrou gque a maioria das células humanas nos
murganhos transplantados eram CD8+ e CD4+, indicando que a
proteccdo foi mediada, principalmente, pela resposta celular

imunitaria.

A presente 1invencdao refere-se, assim, a uma vacina de
influenza baseada em péptidos sintéticos humanos para
administracdo intranasal compreendendo uma mistura de flagelos
contendo, pelo menos, quatro epitopos de virus influenza, cada
um expresso individualmente em flagelina de Salmonella, sendo 0S8
referidos epitopos do virus influenza reactivos com células

humanas e sendo seleccionados do grupo consistindo de: (i) um



epitopo de hemaglutinina (HA) das células B; (ii) um epitopo de
hemaglutinina (HA) das células T auxiliares ou da nucleoproteina
(NP) gque se pode ligar a muitas moléculas de HLA; e (iii), pelo
menos, dois epitopos de linfécitos citotdxicos (CTL),
nucleoproteinas (NP) ou proteinas da matriz (M), que séao
restritos as moléculas de HLA mais prevalentes nas diferentes

populag¢des humanas.

O epitopo HA das «células B & o epitopo 91-108 da

hemaglutinina do virus influenza [HA 91-108] da sequéncia:

Ser-Lys~Ala-Phe-Ser-Asn-Cys-Tyr-Pro-
Tyr-Asp-Val-Pro-Asp-Tyr-Ala-Ser-Leu

Os epitopos das células T auxiliares sao o epitopo 307-319

da hemaglutinina do virus influenza [HA 307-319] da sequéncia:

Pro-Lys-Tyr-Val-Lys-GIn-Asn-Thr-Leu-Lys-Leu-Ala-Thr

e o0 epitopo 306-324 de HA [HA 306-324] da sequéncia:

Cys-Pro-Lys-Tyr-Val~Lys-Gln-Asn-Thr-Leu-
Lys-Leu-Ala-Thr-Gly~-Met-Arg-Asn-Val

Os epitopos dos linfécitos T citotdxicos (CTL) utilizados na
vacina da invencao 1rdo variar de acordo com o tipo de
populacdo, nomeadamente, Caucasiana ou nao-Caucasiana (de origem
Asidtica ou Africana). Para as populacdes Caucasianas, o0s
epitopos CTL sdo o epitopo 335-350 da nucleoproteina (NP) do

virus influenza [NP 335-350] de sequéncia:



Ser-Ala-Ala-Phe-Glu-Asp-Leu-Arg-
Val-Leu-Ser-Phe-Ile-Arg-Gly-Tyrx

e o0 epitopo 380-393 de NP [NP 380-393] da sequéncia:

Glu-Leu-Arg-Ser-Arxg-Tyr-Trp-
Ala-Ile—-Arg-Thr-Arg-Ser-Gly

Numa forma de realizacado preferida da invencao, a vacina da
influenza intranasal consiste numa mistura de quatro epitopos do
virus influenza: epitopos de hemaglutinina HA91-108 e HA307-319,
e epitopos ds nucleoproteina NP335-350 e NP380-393, expressos
individualmente na flagelina da Salmonella. Para as populacdes

nao—-Caucasianas, podem ser utilizados outros epitopos de CTL.

A presente invencdo refere-se, também, a utilizacdo de uma
mistura de flagelos contendo, pelo menos, gquatro epitopos de
virus influenza, cada um expresso 1individualmente na flagelina
da Salmonella, como descrito acima, para a preparacado de uma
vacina de influenza sintética humana para administracao

intranasal.

A presente invencado refere-se, também, a um método para
induzir uma resposta imunitdria e conferir proteccdao contra o
virus influenza em humanos, gque compreende a administracéao
intranasal, a individuos humanos, de uma vacina de influenza
baseada em péptidos sintéticos, compreendendo uma mistura de

flagelos, como descrito abaixo.



BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

Nas seguintes legendas, “construcdo tetra” significa uma
mistura dos flagelos expressando quatro epitopos de influenza

HA91-108, HA307-319, NP335-350 e NP380-393, respectivamente.

Fig. 1A-1B representam histogramas  FACS tipicos de
linfécitos pulmonares humanos em quimeras por radiacéao
humano/murganho, imunizados com a construgdo tetra. As
amostras foram recolhidas 7 dias apdés imunizacao. As células
foram separadas num gradiente de phicoll e coradas com
anti-CD45, em conjunto com anti-CD3 (Fig. 1A) ou em conjunto
com anti-CD19 (Fig. 1B), conjugado ao respectivo corante
fluorescente. Os histogramas mostraram que, apds imunizacao,
a maioria das células humanas sao células T e nao conseguem

ser detectadas quase nenhumas células B.

Fig.2: Foram analisados homogenatos de pulmbes de murganhos
imunizados e ndo imunizados, bem como um grupo de murganhos
nao transplantado, para o titulo de wvirus, 5 dias apds
estimulo viral. 0Os murganhos foram imunizados com construgao
tetra (bloco da esquerda) ou flagelina nativa que nao
expressa os epitopos de influenza (bloco do meio). Outro
grupo de controlo nao recebeu PBMC mas foram imunizados com
a construgao tetra (bloco da direita). A figura apresenta os
dados médios de 7 experiéncias repetidas, nas gquais cada
grupo consistiu em 6-8 animais. Em cada experiéncia foram

empregues diferentes dadores.

Fig.3: Producgao de anticorpos humanos (quantidade total de
IgG, IgM e IgA) nas dquimeras por radiacdo humano/murganho

(6-8 animais por grupo em 7 experiéncias repetidas, foram



empregues diferentes dadores em cada experiéncia) imunizados
com a construgcadao tetra (coluna da esquerda) ou flagelina
nativa que nao expressa o0s epitopos de influenza (coluna do
meio). Outro grupo de controlo nado recebeu PBMC, mas foi
imunizado com a construcdo tetra (coluna da direita). As
amostras de soro foram diluidas de 1:10, as amostras de
pulmbdes foram diluidas de 1:60. A producao Ab no grupo que
foi transplantado e vacinado com a construcgcdao tetra (coluna
da esquerda) foi significativamente superior relativamente

aos outros grupos de controlo.

Fig. 4: Percentagem de sobreviventes das guimeras por
radiacdo de humano/murganho de estimulo letal, apds
vacinacdao intranasal com a construcdao tetra. 0Os murganhos
(5-10 animais por grupo em 2 experiéncias repetidas, foram
empregues diferentes dadores em cada experiéncia) foram
transplantados com PBMC no dia 0, vacinados no dia 9 e
estimulados 7 dias depois. A vacinagdo com a construcgao
tetra (circulos a preto), flagelina nativa (circulos vazios)
ou murganhos nao transplantados que foram vacinados com a
construcao tetra (guadrados). Apds o dia 40, a taxa de
sobrevivéncia  permaneceu igual e todos 0s murganhos

sobreviventes eventualmente recuperados.

Fig. 5: Peso corporal dos murganhos sobreviventes, dque é
indicador da gravidade da doenca e o potencial para um
processo de recuperacgao. As quimeras por radiacgéo
humano/murganho (5-10 animais por grupo em 2 experiéncias
repetidas, foram empregues dadores diferentes em cada
experiéncia), foram transplantadas com PBMC no dia 0,
vacinadas intranasalmente no dia 9 e estimuladas

intranasalmente 7 dias depois com uma dose letal do virus.



Os murganhos wvacinados com a construgao tetra (circulos a
preto) perderam menos peso e recuperaram mais rapidamente do
que os dos outros grupos. 0s grupos de controlo consistiram
de murganhos transplantados que foram administrados com
flagelina nativa (circulos wvazios) ou murganhos néo
transplantados que foram vacinados com a construgdao tetra
(quadrados) . Apds o dia 40, todos os murganhos sobreviventes

recuperaram lentamente e ganharam peso.

Fig.6: Vacinagao de proteccado das quimeras por radiacgéo
humano/murganho transplantadas com  PBMC e imunizadas
intranasalmente com a construgdao tetra. Cada grupo de
quimeras  humano/murganho (5-10 animais por grupo em
2 experiéncias repetidas, foram empregues diferentes dadores
em cada experiéncia) foi transplantada com as PBMC obtidas
por leucoforese de um dador, que foi infectado 7 dias apds a
imunizacgao, com uma das trés estirpes de influenza
diferentes: A/PR/8/34 (HIN1), A/Japonesa/57 (H2N2) ou
A/Texana/1/77 (H3N2). Tanto os murganhos transplantados
(coluna da esquerda) como o©0s nao-transplantados (coluna da
direita), foram vacinados <com a construgao tetra. No
entanto, apenas 0s murganhos transplantados foram capazes de
resistir a infecgdo e o titulo do virus nos seus pulmdes foi

significativamente reduzido.

Fig. 7: Anticorpos humanos no soro contra o virus influenza,
apdés imunizacdo das quimeras por radiacdo humano/murganho,
letalmente irradiadas (5-10 por grupo) radioprotegidos com
3x10° de SCID de medula &éssea (BM) e transplantados com
70x10° de PBMC humanas. Todos oS grupos foram imunizados com
a construcao tetra e, depois, estimulados com a dose sub-

letal da estirpe HIN1l (losangos a preto) ou H2N2 (circulos a



preto) ou H3N2 (quadrados a preto). O grupo de controlo
consistiu em murganhos reabastecidos com SCID irradiados que
nao receberam PBMC e foram imunizados com a mesma vacina
antes de serem estimulados com HIN1 (losangos vazios) ou

H2N2 (circulos wvazios) ou H3N2 (gquadrados vazios).

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

O conceito de vacina baseada em péptidos tem varias
vantagens sobre as vacinas tradicionais, incluindo condicgdes de
seguranga, © prazo de validade relativamente longo, a capacidade
para direccionar a resposta imunitdria aos epitopos especificos
que nao sSao Ssupressores nem perigosos para o0 hospedeiro e a
possibilidade de preparar uma vacina com multi-patogénicos. A
eficdcia de uma vacina peptidica ¢é altamente dependente da
identificacdo exacta dos epitopos imunogénicos que conferem
protecgcdo bem como a eficiente apresentacado destes epitopos ao

sistema imunitario.

A ideia de uma vacina peptidica para a influenza que inclui
ambos o0s epitopos das células B e T, foi previamente testada num
modelo de murganho e foi demonstrado que uma tal “vacina” poderéd
induzir a resposta local especifica nos pulmdes que conduz a
proteccdo dos murganhos imunizados contra o estimulo viral
(Arnon e Levi, 1996). No modelo de murganho utilizado ai, foi
demonstrado que o epitopo das células B induz, realmente, uma
producao de Ab elevada, enquanto o epitopo das células T
auxiliares induz a proliferacdo dos 1linfécitos especifica e o
epitopo CTL foi importante para a actividade citotéxica contra

as células infectadas. No entanto, a protecgao eficiente foi
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alcancada apenas quando os murganhos foram imunizados com uma

mistura dos trés epitopos (Levi e Arnon, 1996).

De acordo com a presente invencao, para o objectivo de
utilizacado humana, tém de ser seleccionados epitopos apropriados
porque o8 epitopos das células T sao restritos a MHC.
Inicialmente, o0s requerentes observaram gue sdo necessarios,
pelo menos, quatro epitopos de influenza para utilizacadao humana:
um epitopo de HA das células B, um epitopo de HA das células T
ou NP que se possa ligar a muitas moléculas HLA e, pelo menos,
dois epitopos CTL de NP ou de matriz que sdo restritos a maioria

das moléculas de HLA prevalentes nas diferentes populacdes.

De acordo com a invencado, o epitopo influenza das células B
¢ HA 91-108. O epitopo influenza das células T auxiliares &
HA 307-319. Também pode ser utilizado o HA 306-324 (Rothbard,

1988) ou NP 206-229 (Brett, 1991).

Os epitopos influenza de CTL sao diferentes na populacgao
Caucasiana, Asiatica ou Africana. Para a populacdo Caucasiana,
os epitopos CTL de influenza sao NP335-350 e NP380-393 (Dyer e
Middleton, 1993; Gulukota e DeLisi, 1996), que sao restritos a
maioria das moléculas de HLA  prevalentes na populacgao
caucasiana. Outros epitopos de influenza que podem  ser
utilizados para a populagao Caucasiana sado o0s epitopos de
nucleoproteinas: NP305-313 (DiBrino, 1993); ©NP384-394 (Kvist,
1991); NP89-101 (Cerundolo, 1991); NP91-99 (Silver et al.,
1993); NP380-388 (Suhrbier, 1993); NP44-52 e NP265-273 (DiBrino,
1994); e NP365-380 (Townsend, 1986); e a proteina da matriz (M)
epitopos M2-22, M2-12, M3-11, M3-12, M41-51, M50-59, Mb1-59,
M134-142, M145-155, Mle64-172, M1loc4-173 (todos descritos por

11



Nijman, 1993); M17-31, M55-73, M57-68 (Carreno, 1992); M27-35,
M232-240 (DiBrino, 1993).

Para as populagdes nao-Caucasianas, os epitopos CTL de
influenza que podem ser utilizados sao HA458-467 da sequéncia
Asn-Val-Lys—-Asn-Leu-Tyr-Glu-Lys-Val-Lys (NVKNLYEKVK), um epitopo
CTL para o alelo 2All com frequéncia elevada nas populacdes
Japonesa, Chinesa, Tailandesa e Indiana (J. Immunol. 1997,
159(¢(10): 4753-61); M59-68 e M60-68 das sequéncias Ile-Leu-Gly-
Phe-Val-Phe-Leu-Thr-vVal (ILGFVFTLTV) e Leu-Gly-Phe-Val-Phe-Leu-
Thr-val (LGFVFTLTV), respectivamente, dois epitopos CTL para
HLA-B51 com elevada frequéncia na populacdo Tailandesa (Eur. J.
Immunol. 1994, 24(3): 777-80); e M128-135 da sequéncia Ala-Cys-
Ser—-Met-Gly-Leu-Ile-Tyr (ACSMGLIY), um epitopo CTL para o alelo
B35 com elevada frequéncia na populacdao negra da Africa

Ocidental (Eur. J. Immunol. 1996, 26(2): 335-39).

Uma vez que 0s péptidos sao, normalmente, fracos
imunogénios, a eficdcia da vacina baseada em péptidos, depende
da apresentacdo adequada dos epitopos ao sistema imunitdrio. Os
epitopos de influenza foram expressos no gene da flagelina da
estirpe da vacina da Salmonella, gque ©proporciona ambas as
fracgdes de adjuvante e veiculo. Apds clivagem dos flagelos das
bactérias e dos passos de purificacdao, a suspensao fina dos
flagelos foi utilizada para vacinagao. Foi wutilizada uma
suspensao fina dos flagelos para a vacinacao. Todas as
imunizacgdes foram efectuadas com uma mistura de quatro epitopos:
HA91-108, HA307-319, NP335-350 e NP380-393, exXpressos na
flagelina da Salmonella, na auséncia de qualguer adjuvante. A
mistura dos referidos quatro epitopos é referida como

“construcado tetra” ao longo desta descricéo.

12



Os trés epitopos das células T wutilizados na vacina da
presente invencgao foram seleccionados devido ao seu
reconhecimento especifico pelos HLA prevalentes na populacao
Caucasiana e foram incluidos na vacina em conjunto com o epitopo
das células B HA 91-108. De modo a ultrapassar o problema da
variacado antigénica do virus, todos estes epitopos sdao derivados
de regides conservadas nas proteinas virais e, por sua vez,
podem induzir a proteccdao de estirpe cruzada. Os dois epitopos
CTL das nucleoproteinas internas sao reconhecidos pelos HLA
prevalentes da populacao Caucasiana: o epitopo NP 335-350 ¢&
restricto aos halotipos A2, A3, Aw68.1 e B37 de HLA e o epitopo
NP 380-393 é restricto aos halotipos B8 e B27 de HLA. O epitopo
das células T auxiliares da hemaglutinina, HA 307-319, & um
epitopo “universal” restricto a maioria das moléculas de classe
IT de MHC, incluindo DR1, DR2, DR4, DR5, DR7, DR9, DR52A e
outras. Estes epitopos das células T, em conjunto com o epitopo
das células B HA 91-108, foram expressos individualmente na
flagelina e a mistura dos flagelos resultantes foi utilizada sem
qualgquer adjuvante para vacinacdo intranasal das guimeras por
radiacdo de humano/murganho, induzindo, assim, uma resposta
imunitdria e conferindo protecgdo. 0Os murganhos vacinados foram
também protegidos de uma infecgao letal e a sua recuperacao foi

mais rapida.

Para avaliar a capacidade de tal construgdo tetra como uma
vacina e estimular uma resposta do sistema imunitdrio humano,
foi empregue um modelo de murganho humanizado. A observagao de
que as PBMC humanas podem ser transferidas, através de adopcgao,
i.p. no murganho SCID e que as células enxertadas sobrevivem
durante um periodo de tempo aumentado, produzindo elevados
niveis de Ig humano, ofereceu muitas possibilidades novas na

investigacadao em imunologia clinica (revisto em Mosier, 1991). Em
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particular, muitos investigadores tém utilizado este modelo para
estudar a capacidade dos 1linfécitos enxertados para gerar
respostas humorais humanas primdrias e secunddrias e para

estudos de investigacgdo viral.

Recentemente, Lubin et al, 1994, descreveram uma nova
abordagem permitindo o enxerto de PBMC humanas em estirpes
normais de murganhos apdés uma irradiacdao letal de dose dividida,

que permite um enxerto eficaz e rapido de células humanas. Como

previamente relatado, em tais quimeras por radiacao
humano/murganho, respostas humorais humanas acentuadas, tais
como respostas celulares (CTL), poderao ser geradas por

imunizagao quer com antigénios estranhos ou com células
alogénicas (Marcus et al., 1995; Segal et al., 1996),
proporcionando vantagens a este modelo em comparagao com O
modelo em murganho SCID de Mosier utilizado anteriormente. Outra
das vantagens deste modelo é que a disseminacdo de linfdécitos
enxertados é muito rédpida e ambos os linfécitos B e T foram
encontrados por andlises de FACS em numeros significativos nos
tecidos linfoides, no periodo de alguns dias apds o transplante

(Burakova et al., 1997).

Para avaliar a eficdcia de uma vacina de influenza humana de
acordo com a invengao, foi utilizado um modelo de guimeras por
radiacdo de humano/murganho. Embora o numero de células B
humanas apds transplante tenha sido reduzido (Fig. 1), os
murganhos quiméricos foram capazes de produzir anticorpos
especificos em resposta a administracdo i.p. de antigénios. Isto
estd de acordo com as verificacbes anteriores, mostrando que
proximo da segunda semana apds transplante, as células B e T
humanas enxertadas formam foliculos no baco e nédulos

linfaticos. Além disso, o seu fendtipo foi o das células de
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meméria, nomeadamente, a maioria positivo a CD45RO e negativo a

CD45RA (Burakova et al., 1997).

De acordo com a presente invencao, as quimeras por radiacao
humano/murganho foram imunizadas com a construcdo tetra pela via
intranasal. Este é o primeiro relato de inducdo da resposta
imunitdria local na cavidade nasal e pulmbes, apds imunizacao

intranasal nas quimeras de radiacdo humano/murganho.

A inducdao da resposta imunitdria local nos pulmdes foi
demonstrada pela presenca de anticorpos anti-influenza
especificos nos homogenatos de pulmbes (Fig. 3), por aumento da
proporcdo de linfécitos CD8" e pela eliminacdo viral como um
resultado da 1imunizagdo com a construgdo tetra (Fig. 2). A
construgdo tetra da flagelina poderd, também, proteger o0s
murganhos de um estimulo de dose letal do virus, gque é a
demonstracao final do efeito protector. Sob estas condigdes, nas
quais a dose de estimulo é na ordem da magnitude superior ao que
se passa na infeccgdao natural, todas as quimeras foram infectadas
independentemente do estado imunitdrio. ©No entanto, embora
nenhum dos murganhos imunizados, que nao tinha sido
transplantado com os linfécitos humanos, tenha sobrevivido a
infecgdao, e apenas 50% dos murganhos transplantados mas néao
imunizados sobreviveram, o grupo transplantado e imunizado foi
completamente protegido e mostrou 100% de sobrevivéncia

(Fig. 4).

A protecgcdo parcial nos murganhos nao vacinados @&,
provavelmente, devido a estimulacgdo policlonal e expansdo das
células de memdbéria originadas a partir de outro dador. Isto
poderd ser devido a exposicdo prévia do dador ao antigénio ou

porque ¢€é de reacgao cruzada até alguma extensaoc com outros
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antigénios recrutados, um fendmeno que foi previamente reportado

para outros antigénios (Marcus et al, 1995).

No entanto, embora tal proteccdo parcial tenha sido de facto
observada, foil observada uma diferenca significativa na eficéacia
do processo de recuperagcao entre os grupos 1imunizados e néao
imunizados, como evidente tanto na taxa de sobrevivéncia como no
seu padrao de perda de peso (Fig. 4 e 5). Embora os fendtipos
HLA dos dadores de PMBC nao tenham sido determinados, todos os
murganhos transplantados foram protegidos como um resultado da
vacinacdo, indicando que os epitopos wutilizados na presente
invencao sejam, de facto, reconhecidos por uma vasta gama de

moléculas de HLA.

Um dos problemas mais agudos relacionados com as vacinas de
influenza que existem actualmente € a estreita gama da sua
especificidade e a sua actividade especifica de estirpe. A
variacdo rdapida nas glicoproteinas de superficie virais conduz
ao aparecimento de novas estirpes com uma elevada variabilidade
na sua esterecespecificidade e, por sua vez, as vacinas contendo
as glicoproteinas externas de algumas estirpes especificas estao
limitadas, na sua eficdcia, a estas estirpes. De acordo com a
presente invencgdo, foil também estabelecida a capacidade de
protecgdo <cruzada da vacina de construgao tetra. Todos o0s
epitopos que foram incluidos na construgdo tetra sao regides
conservadas nas proteinas respectivas e, consequentemente, o0s
anticorpos contra os flagelos recombinantes poderdao reconhecer
varias estirpes de influenza (Tabela 1l). Consequentemente, a
imunizacdo dos murganhos quiméricos com o0s epitopos conduz a
producdo de anticopos especificos e a sua proteccdo da infeccao
de dose sub-letal por estas trés estirpes de influenza

diferentes, de especificidade H1l, H2 ou H3 (Fig. 6).
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Assim, o0s resultados com a construcdo tetra, de acordo com a
invencgdo, demonstraram a capacidade de uma vacina Dbaseada em
péptidos sintéticos para conferir proteccdo contra o estimulo
viral do influenza. A construgdo da flagelina recombinante
apresenta, de facto, os epitopos das células B e T de influenza
as células imunitdrias humanas de um modo eficiente e induz
ambas as respostas celulares e humorais. Uma vez que 0s epitopos
das células T empregues, sado reconhecidas por varias moléculas
de HLA, a vacina foi eficaz em todas as experiéncias nas quais
foram utilizados diferentes dadores com tipologia HLA
desconhecida, indicando a aplicabilidade desta abordagem para

uma vacina humana, numa populacdo heterdloga.

EXEMPLOS

Materiais e Métodos

1 Murganhos. Os murganhos BALB/c (4-8 semanas de idade)
foram obtidos de O0Olac Farms (Bicester, R.U.), o0s murganhos
NOD/SCID (4-6 semanas de idade) do Weizmann Institute Animal
Breeding Center (Rehovot, 1Israel). Todos o0s murganhos foram
alimentados com comida esterilizada e &gua com pH &cido contendo

ciprofloxacina (20 pg/mL).

2 Regime de acondicionamento. Os murganhos BALB/c foram
expostos a uma irradiacao de corpo total letal dividida (TBI) de
4 Gy seguida, 3 dias depois, por 10 Gy. A fonte da radiacdo €& um
feixe gama de 150-2A °°Co (produzido por Atomic Energy of Canada,

Kanata, Ontario). As células da medula o6ssea de murganhos
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NOD/SCID (com 4-6 semanas de idade) foram obtidas de acordo com
Levite et al., 1991. Os murganhos irradiados receptores foram
injectados com 2-3x10° de células de medula 6ssea de SCID (i.v.
em 0,2 mL de solugdo salina tamponada com fosfato (PBS)), um dia

depois da irradiacéao.

3 Preparacdo e transplantagdo de linfécitos do sangue
periférico humano. Foi retirada uma camada de gldbulos brancos
de voluntdrios normais e colocada numa solugdo de Lymphoprep
(Nycomed, Oslo, Noruega) e centrifugada a 2000 rpm, durante
20 min. A intercamada foi recolhida, lavada duas vezes, contada
e ressuspensa em PBS pH 7,4, até a concentracdo de células
desejada. As PBMC humanas (70x10° de células em 0,5 mL de PBS)
foram injectados i.p. num murganho receptor, acondicionado como
descrito em cima. Os murganhos de controlo nado receberam PBMC

humanas.

4 Processo de leucoforese. A leucoforese fol efectuada em
voluntéarios normais. As células foram recolhidas por
processamento de 3-4 litros de sangue através de Haemonetics V50
(USAh) durante 3-3,5 horas. O ©produto da leucoforese foi
centrifugado a 1200 rpm durante 10 min., e o plasma foi

removido.

5 Flagelina quimérica. Os oligonucledétidos correspondentes
aos epitopos de influenza designados, nomeadamente, NP335-350
(SAAFEDLRVLSFIRGY), NP380-393 (ELRSRYWAIRTRSG) e dois péptidos
de hemaglutinina do subtipo H3: HA91-108 (SKAFSNCYPYDVPDYASL) e
HA307-319 (PKYVKQNTLKLAT), foram sintetizados num Sintetizador
de ADN 380B Applied Biosystems com uma sequéncia GAT adicional
na extremidade 3' de cada oligonucledtido, de modo a preservar o

local de restricao EcoRV, como descrito (Levi e Arnon, 1996). Os
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oligonucledticos sintéticos foram inseridos no local EcoRV do
plasmideo pLS408 e eventualmente transformado numa estirpe da
vacina wviva negativa a flagelina (um mutante Aro A) de
Salmonella dublin SL5928 por transducdo, utilizando o fago
P22HT105/1 int. Finalmente, os flagelos foram purificados apds
clivagem acidica e foi wutilizada uma suspensao fina para

imunizacao (Levi e Arnon, 1996).

6 Preparagdo de bactérias recombinantes. A construgdo do
vector de expressao pLS408 & descrita por Newton et al., 1989.
Os oligonucledtidos sintetizados foram inseridos no local EcCoORV
do plasmideo pLS408 e transformados em células competentes de
E. coli JM101. As coldénias contendo o plasmideo recombinante
foram seleccionadas por sondas com um dos oligonucledtidos
marcados com “‘p-ATP. Os plasmideos das colénias positivas foram
purificados e a orientacdao do inserto foi determinado utilizando
andlise de restricgdo. 0Os plasmideos desejados foram utilizados
para transformar células competentes de Salmonella typhimurium
LB5000 (uma modificacdo negativa restritiva proeficiente néo
flagelada) (Bullas e Ryu, 1983,) e foram, depois, transferidas
para uma estirpe de vacina viva negativa a flagelina (um mutante
Aro A mutant) de Salmonella dublin SL5928 por transduccgao
utilizando o fago P22HT105/1 int (Orbach e Jackson, 1982, e
Schmieger, 1972,). As S. Dublin transformadas foram
seleccionadas para a resisténcia a ampicilina, motilidade sob a
luz do microscépio e crescidas em placas de agar LB
semi-sdélidas, suplementadas com caldo de nutrientes Oxoid N° 2.
Os clones selecionados foram crescidos de um dia para o outro em
2 litros de meio amp./LB e a flagelina foi purificada por
clivagem &cida, de acordo com a técnica descrita por Ibrahim

et al., 1985.

19



7 Isolamento dos flagelos. Os flagelos foram isolados de
acordo com Ibrahim et al., 1985: As células bacterianas de um
crescimento de cultura de um dia para o outro em meio
LB/ampicilina, foram sedimentados e suspensos num pegqueno volume
de PBS. O pH foi reduzido com HCl 1 M para 2,0 e a suspensao foi
incubada, a temperatura ambiente, durante 30 minutos, com
agitacao ligeira. As células que romperam foram removidas por
centrifugacao, a 5000 rpm, durante 15 minutos e o pH foi
reajustado para 7,4. Os flagelos foram, depois, precipitados por
(NHz) 280, (35% em p/v) e mantidos, de um dia para o outro, a
4 °C. O sedimento obtido apds centrifugacao, a 10000 rpm,
durante 10 minutos, a 4 °C, foi dissolvido em PBS, dializado
contra um volume grande de PBS a 4 °C e qualquer precipitado
formado foi descartado. A proteina resultante foi armazenada a -
20 °C. Estes flagelos resultantes sdao um agregado da proteina
flagelina e podem ser utilizados como tal para uma vacina. A
presenca de uma flagelina gquimérica de HA e proteina do epitopo
NP da invencao sao apresentados na Fig. 2 apds SDS-PAGE dos

flagelos.

8 Imunizagdo e infecgdo de animais quiméricos. Ao nono dia
apdés transplante de PBMC, as dquimeras humano/murganho foram
imunizadas uma vez, intranasalmente, com uma mistura de 25 ug de
cada construcédo de flagelina hibrida num volume total de 50 uL
de PBS ou, no grupo de controlo, com 75 ng dos flagelos nativos.
Esta quantidade foi predeterminada como a dose Optima numa
experiéncia preliminar em murganhos BALB/c. A infeccdao dos
murganhos foi efectuada 7 dias mais tarde por inoculacgéao
intranasal do fluido alantdéico infeccioso, 50 pL de virus HAU a
10 por murganho, tanto na imunizacdo como na infeccdo, os

murganhos foram colocados sob uma anestesia de éter ligeiro. As
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quimeras foram sacrificadas ao 5° dia apds infeccao. Foram

removidos os pulmdes para titulacao viral.

9 A andlise FACS de PBMC de dadores e células humanas
enxertadas em murganhos quiméricos. Para a avaliagdo do enxerto
de células humanas nas guimeras humano/murganho, o0s murganhos
enxertados com linfécitos humanos foram sacrificados 27-29 dias
apdés o transplante de PBMC. O0Os linfécitos de homogenatos de
pulméo, bem como lavagens peritoneais, foram separados por
gradiente de ficoll-paque (Pharmacia Biotech AB, Upsala, Suécia)
e depois incubados durante 30 min em gelo, com uma mistura de
anticorpos monoclonais com fluorescéncia apropriada. Apds
lavagem, foi efectuada uma andlise de fluorescéncia dupla de
antigénios humanos num analisador de FACScan (Beckton-Dickinson,
CA). Foram utilizados o0s seguintes anticorpos gque reconheceram
moléculas de superficie humanas especificas:
anti-CD45-ficoeritrina (PE) (clone HI30) de Pharmigen; proteina
de clorofila anti-CD3-peridinina (PerCP) (clone SK7); e

anti-CD19-FITC (clone 4G7) (Beckton-Dickinson, CA).

10 Determinag¢do da imunoglobulina humana. A Ig humana total
foi quantificada nas amostras de soro por ELISA em sanduiche,

utilizando anticorpo de cabra anti-Ig humano F(ab), purificado

(G+M+A) (Sigma), como o agente de captura e anticorpo de cabra
anti-Ig humano purificado conjugado com peroxidase (G+M+A4)
(Sigma), como o reagente de deteccao. O soro humano de

concentracao conhecida em imunoglobulina foi wutilizado como o
padrao. A ELISA foil efectuada como descrito por Marcus et al.,

1995.

11 Determinagdo de imunoglobulinas humanas especificas para

o influenza. O0Os homogenatos de pulmbes e soro foram testados
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para anticorpos humanos anti-influenza especificos. O virus
(100 HAU/mL) foi adsorvido em placas de ELISA e o blogqueio foi
efectuado com albumina de soro bovino a 1% (BSA) em PBS. Foi
utilizado anticorpo de coelho anti-Ig humano, conjugado a
peroxidade de rd&dbano (Sigma), como segundo anticorpo. Apds a

adicdo do substrato (ABTS) as placas foram lidas a 414 nm.

12 vVirus influenza. Foram utilizadas as estirpes de
influenza A/PR/8/34 (HIN1l), A/Japonesa/57 (H2N2) e A/Texana/l1l/77
(H3N2). As quantidades de virus foram determinadas em unidades
de hemaglutinacdo (HAU). Para imunizacdo, foi utilizado o wvirus
inactivo (A/Texana/l1/77), purificado por gradiente de sacarose.
O crescimento do virus e purificacdo foram efectuados de acordo
com métodos convencionais (Barret e Inglis, 1985). Para a
titulacdo com virus, as amostras de pulmdo foram homogenizadas
em PBS contendo 0,1% de BSA e centrifugadas, de modo a remover
fragmentos. Os titulos de virus foram determinados pelo método
de titulagdo do ovo inteiro (Barret e Inglis, 1985). O titulo
foi calculado por hemaglutinacdo e apresentado como o Log EIDsg

(Thompson, 1947).

13 Andlise estatistica. As andlises estatisticas foram
efectuadas utilizando o programa Stat View II (Abacus Concepts
Inc., Berkeley, CA, EUA) num Macintosh TIICi. O teste F foi
utilizado para calcular a probabilidade dos wvalores (p). Os
resultados sao apresentados como a média e desvio padrao de,
pelo menos, duas experiéncias independentes repetidas, incluindo

5-10 animais por grupo.
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EXEMPLO 1. Resposta do murganho quimérico ao virus influenza

completo inactivado

De modo a estabelecer uma adequabilidade das quimeras por
radiacdo humano/murganho para avaliar a vacina com base em
préptidos sintéticos, foili inicialmente avaliada a sua resposta
imunitdria ao virus influenza ©purificado inactivo que ¢é
conhecido por ser protector. 0Os murganhos foram imunizados i.p.
com 50 pg do virus, no dia do transplante de PBMC, seguido por
um estimulo viral sub-letal com a estirpe A/Texana/l/77 de
influenza 14 dias apdés a imunizacdo. A vacinacao das guimeras
por radiac¢do humano/murganho com a vacina de virus inteiros
mortos sem qualgquer adjuvante, induz a produgdao dos anticorpos
especificos - o titulo de anticorpo no SOro foi
significativamente superior (2,4 vezes) nas quimeras imunizadas
em comparagdo com o grupo de controlo. Além disso, esta
vacinacado reduziu acentuadamente a infecc¢do viral subsequente. O
titulo de virus nos pulmbes apds estimulo foil significativamente
inferior (na ordem de 2,7 de magnitude) nas quimeras imunizadas,

quando comparado com o grupo de controlo.

Apds ter demonstrado, assim, a adequabilidade das qguimeras
por radiacdo humano/murganho para avaliar a resposta anti-
influenza apdés a imunizacdo com o virus influenza inactivo, foi
efectuada a avaliacdao da vacina recombinante baseada em péptidos
sintéticos, concebida para humanos, neste modelo de murganhos

humanizados.
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EXEMPLO 2. Andlises FACS dos murganhos imunizados para

avaliar o enxerto de PBMC humanas em quimeras humano/BALB

O sucesso do enxerto de células humanas nas dJquimeras
humano/murganho foi demonstrado numa experiéncia preliminar gque
mostrou que a maioria dos linfdécitos no peritoneu (50-80%) e nos
pulmdes dos murganhos (30-60%) eram de origem humana. Para a
avaliacéao do enxerto de células humanas nas quimeras
humano/murganho, a presenca de células humanas no murganho

enxertado foi analisada por FACS.

Fig. 1 é um histograma de FACS representando o padraoc dos
linfécitos pulmonares humanos apds imunizagdao com a construgao
tetra sem outra infeccdao de estimulo. As células foram coradas
com anticorpos anti-CD45 em conjunto com anti-CD3 ou em conjunto

com anti-CD19. Como apresentado, a maioria das células humanas

(coradas com anti-CD45) sdo CD37, nomeadamente, células T
(80%-90%) e apenas uma populacdo menor & CD19" (3%-10%). Foram

obtidos dados semelhantes para linfdécitos humanos no peritdnio.
Foi interessante observar que a proporcdao CD8'/CD4" nos murganhos
imunizados variou entre 1 e 2 gquando comparado com uma Proporgaoc
de 0,3-0,5 nas quimeras nao tratadas. Esta expressao
desproporcionada das células CD8 pode sugerir que estas tém uma

funcao na proteccao observada.

EXEMPLO 3. Eliminacdo do virus dos pulmbes apdés estimulo

sub-letal

A infecgdo por influenza € uma doenga respiratédria, deste
modo, uma resposta imunitdria local induzida por uma

administracdo intranasal da vacina poderd ser mais eficaz do que
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a administracdo parentérica. O calenddrio de imunizacdo foi

modificado de modo a adaptar-se a imunizacdo intranasal.

Os murganhos (6-8 por grupo, em 7 experiéncias repetidas)
foram imunizados intranasalmente (i.n.) 10-12 dias apds o
transplante com PBMC, como descrito nos Métodos. Dez dias
depois, foram estimulados i.n. com 10™* HAU em 50 nL de fluido
alantdico de estirpes A/Texana/l/77 vivas do virus influenza.
Cinco dias depois foram sacrificados e o0s seus pulmbes foram
removidos para a titulacdo do virus. Como apresentado na Fig. 2,
gue representa os resultados cumulativos, a vacinacdo com a
construcdo tetra permitiu que as guimeras eliminassem o virus
dos seus pulmdes de um modo significativamente mais eficiente do
que no grupo vacinado com os flagelos nativos, ou no grupo que
nao foi transplantado com PMBC mas que foi imunizado com a
construcao tetra. Embora tenha sido detectada a mesma
percentagem de linfécitos T humanos em ambos 0s grupos
transplantados (Fig. 1), apenas os murganhos vacinados com a
flagelina hibrida mostraram capacidade para reduzir a carga de

virus, indicando uma resposta local eficiente nos pulmdes.

A produgdo de anticorpos humanos nestes murganhos foi
avaliada tanto no soro (antes do estimulo) como nos pulmdes
(apds estimulo). A imunizacdo com a construcado tetra resultou
num titulo significativamente superior de anticorpos humanos
especificos para o virus em ambas as amostras de soro e pulmdbes
(Fig. 3). Parece que embora a proporcao de linfécitos CD19%, como
detectado por andlises de FACS seja, de um modo semelhante,
inferior nos murganhos imunizados e transplantados de controlo,
a producgao da resposta de anticorpos anti-influenza difere

significativamente entre os dois grupos.
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EXEMPLO 4. Padrdo de sobrevivéncia e perda de peso apds dose

letal da infecgdo viral

Para além da experiéncia de estimulo de infeccédo sub-letal,
foi avaliada a capacidade da construcgao tetra para proteger as
quimeras humano/murganho, de uma dose letal de virus influenza.
LA Fig. 4 descreve o0s resultados de duas experiéncias repetidas e
demonstra a sobrevivéncia dos murganhos vacinados e néo
vacinados (ambos transplantados com PBMC humanas), bem como de
outro grupo de controlo que nado foi transplantado mas foi
vacinado com a construcgcao tetra. Como pode ser observado, embora
todos o©0s murganhos de controlo que foram imunizados com a
construgdo tetra mas nao tinham sido transplantados com o0s
linfécitos humanos, tenham morrido no periodo de 19 dias apds
infecgado, foi observada uma taxa de sobrevivéncia de 100% nos
murganhos que receberam as PBMC antes da imunizacgao. Isto indica
que a sobrevivéncia ¢é devida a uma resposta das células
imunocompetentes humanas transplantadas. As PBMC, por si so,
proporcionam um efeito benéfico limitado, como foi observado 50%
de sobreviventes no grupo de controlo que foi vacinado com a
flagelina nativa, que por si s nao induz dqualquer reposta

protectora anti-influenza.

Na Fig. 5, é apresentado o padrao de perda de peso corporal
do murganho estimulado: o grupo transplantado que foi imunizado
com a construgdo tetra de flagelina, mostra apenas uma ligeira
redugdao no seu peso corporal apds uma infeccado de dose letal e
um rapido regresso ao normal, enquanto o grupo de controlo que
foi +transplantado com as PMBC humanas mas 1imunizado com a
flagelina nativa, perdeu mais peso (0 peso corporal é

significativamente diferente entre o grupo experimental e o0s
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grupos de controlo nos dias 22-33 apds transplante) e o0s
murganhos sobreviventes comecaram a recuperar peso apenas no
tltimo dia da experiéncia. O grupo de controlo vacinado néao
transplantado perdeu peso rapidamente e nado recuperou. A
sobrevivéncia do grupo transplantado que foi imunizado com os
flagelos nativos ¢é melhor do que o grupo nao transplantado,
provavelmente devido a alguma resposta anti-influenza de memébria

das células dadoras.

EXEMPLO 5. Proteccdo da infeccdo com diferentes estirpes de

influenza

Um dos principais problemas com as vacinas de influenza
disponiveis actualmente ¢é que sdo eficazes apenas contra a
estirpe incluida na vacina. Deste modo, foi interessante avaliar
a capacidade dos hibridos de flagelina gue expressam 0S epitopos
de influenza para proteger os murganhos das diferentes estirpes
de influenza que transportam varias glicoproteinas
hemaglutininas e neuraminidases. O epitopo das células B que é
expresso na flagelina é conservado em todos os sub-tipos H3 do
influenza, enquanto os epitopos das células T sao de regides da
nucleoproteina e hemaglutinina altamente conservadas noutros
subtipos também. No primeiro passo, foi demonstrado gque o0s
anticorpos de coelho para estes epitopos podem, de facto,
reconhecer e reagir em ELISA com diferentes estirpes de
influenza, incluindo A/Texas/1/77, A/Aichi/68, A/PR/8/34 e
A/Japonesa/57 (Tabela 1). Para testar também o potencial destes
epitopos para conferir protecgdo cruzada em humanos, as quimeras
por radiacdo humano/murganhos (8 murganhos por grupo), foram
imunizados i.n. com a construgdao tetra. A sua resisténcia a

diferentes estimulos com estirpes de influenza foi detectada
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7 dias depois e comparada com murganhos nadao-transplantados que
foram imunizados com a mesma mistura de flagelos. As estirpes de
influenza que foram utilizadas para a infeccao foram:
A/Texas/1/77 (H3N2), A/Japonesa/57 (H2N2) e A/PR/8/34 (HIN1l). A
imunidade protectora foi observada contra as trés estirpes, como
apresentado na Fig. 6. A Ig humana especifica para cada estirpe
de influenza foi detectada no soro de todos o0s murganhos
transplantados e vacinados, mas nao no grupo de controlo, como

apresentado na Fig. 7.

Tabela 1
Estirpe do Ab Ab Ab Ab Ab
Virus Anti-NP anti-NP anti-HA 91- | anti-HA 307- | anti-Virus
Influenza 335-350 380-393 108 319 (Texana)
A/Texas/1/77 ++ + +++ +- 4+
A/Aichi/68 +++ ++ 44 e+ i
A/P.C./73 +++ + ++ +— 4+
A/Inglaterra/ ++4+ + +++ + 4+
42/72
A/PR/8/34 ++ ++ 4 ++ Far
A/Japonesa/57 +++ +- +++ +- 4
A/X/31 +++ + 4+ e+ Fi
B/Victoria/2/ +++ + ++ F++ i
87

Os coelhos imunizados com quatro epitopos de influenza
(NP 335-350, NP 380-393, HA 91-108 e HA 307-319) conjugados a
BSA, produziram anticorpos cuja especificidade foi determinada
por ELISA. Estes anticorpos reconhecem diferentes estirpes de
virus influenza que foram revestidos em microplacas ELISA. O
reconhecimento entre anticorpos construidos contra o virus

inteiro (A/Texas/1/77) serve como controlo positivo. As amostras
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de soro foram testadas na diluicdo 1:150 e o reconhecimento de
anticorpos foi colocado em escalas de acordo com o O.D. maximo:

+++ = 0.D > 2; ++ = 0.D 1-2; + = 0.D 0,5-1; +- = 0.D < 0,5;
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<400> 9

A]i Cys Ser Met G1§ Leu Ile Tyr
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REIVINDICACOES

1. Vacina da influenza baseada em péptidos sintéticos humanos

compreendendo os quatro epitopos do virus influenza:

(1) um epitopo de hemaglutinina das células B que é o
epitopo de hemaglutinina HA91-108 de sequéncia: Ser-Lys-—
Ala-Phe-Ser-Asn-Cys-Tyr-Pro-Tyr-Asp-Val-Pro-Asp-Tyr-Ala-

Ser-Leu;

(ii) um epitopo das células T auxiliares que é o epitopo
de hemaglutinina HA307-319 de sequéncia: Pro-Lys-Tyr-Val-

Lys-Gln-Asn-Thr-Leu-Lys-Leu-Ala-Thr;

(iii) um epitopo (CTL) do linfdécito citotdxico que é o
epitopo da nucleoproteina NP335-350 de sequéncia:
Ser-Ala-Ala-Phe-Glu-Asp-Leu-Arg-Val-Leu-Ser-Phe-Ile-Arg-

Gly-Tyr; e

(iv) um epitopo CTL que & o epitopo da nucleoproteina
NP380-393 de sequéncia: Glu-Leu-Arg-Ser-Arg-Tyr-Trp-Ala-
Ile-Arg-Thr-Arg-Ser-Gly,

sendo os referidos epitopos do virus influenza reactivos com

células humanas.
2. Vacina da gripe baseada em péptidos sintéticos humanos de
acordo com a reivindicacdo 1, para induzir uma resposta

imunitdria e conferir protecgdo contra o virus influenza.

Lisboa, 3 de Agosto de 2012
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