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RESUMO

“WACINAS GENETICAS ADJUVANTES”

5S40 descritos reagentes Uteis em técnicas de imunizacédo
com Aacidos nucleicos. Mais particularmente, sido descritas
composigdes de vacina genética com adjuvante , assim como
métodos de utilizagdo destas composigdes para induzir uma
melhor resposta imunitdria contra um antigénio

seleccionado.



DESCRIGAO

“WACINAS GENETICAS ADJUVANTES”

Dominio Técnico

A invenc¢do refere-se aos campos gerals de biologia
molecular e imunclogia, e geralmente refere-se a reagentes
Uteis em técnicas de imunizacdo com acidos nucleicos. Mais
especificamente, a 1invencdo refere-se a composigdes de
vacinas e métodos para utilizacgdo destas composicdes para
induzir uma melhor resposta imunitéria contra um antigénio

seleccionado.
Antecedentes da Invencao

Tém sido descritas técnicas para a injecgdo de ADN e
ARNm em tecidos de mamiferos, para efeitos de imunizacio
contra um produto de expressdo. Ver, por exemplo,
Especificagdo da Patente Europeia PE 0 500 799 e Patente
Norte-americana n® 5,589,466. As técnicas, agui denominadas
“imunizagdo com acido nucleico” tém demonstrade desencadear
respostas imunitdrias tanto humorais como mediadas por
células. Por exemplo, foi demonstrado gque o soro dos
ratinhos imunizados com uma construcdo de ADN codificadora
de uma glicoproteina de envelope, gp 160, reagia com uma
gpl60 recombinante em imuncensaios e que os linfdécitos dos
ratinhos wvacinados proliferavam em resposta a gpl20
recombinante. Wang et al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
90: 4156-4160.



De modo semelhante, ©s ratinhos imunizados com um gene
da hormona do crescimento humano (hGH) apresentaram uma
resposta imunitdria baseada num anticorpo. Tang et al.

(1992) Nature 356: 152-154.

A  injec¢do intramuscular de ADN codificador da
nucleoproteina de influenza conduzida por um promotor
mamifero tem mostrado desencadear uma resposta de
linfécitos T CD8+ citoliticos (CTL) que pode proteger oS
ratinhos contra desafios letais subsequentes com virus.
Ulmer et al. (1993) Science 259: 1745-1749. Ensaios imuno-
histoguimicos do local da injecg¢do revelaram que o ADN foi
retomado por mieloblastos e a producgdc citoplasmica da
proteina viral pode ser demonstrada durante, pelo menos, 6

meses.

As denominadas “injecc¢bes genéticas” mostraram, assim,
desencadear uma resposta 1munitiaria em animais tratados,
semelhante a observada apds administragdc de vacinas vivas
atenuadas, actualmente a forma mais eficaz de vacina a ser
utilizada. A eficdcia tedrica de vacinas baseadas em acidos
nucleicos provém da capacidade das composicgdes da vacina em
desencadear uma produc¢do de novo de antigénios de
proteinas enroladas correctamente, os quais pocdem resultar
no desencadeamento de respostas de anticorpos de
reconhecimento de epitopos tridimensionais complexos. Mais
ainda, a produgédo in vivo destes antigénios em células
apresentadoras de antigénics profissicnais resulta na
apresentacdo de fragmentos de peptideos processados por
moléculas MHC de classe I, gque resultam na activacgdo e
participagdo de 1linfdécitos T citoliticos especificos de

antigénios (CTLs).



Até & data, a técnica de vacinagdo com &cido nucleico
mais eficaz implica a administracido de uma composigdo de
vacina de ADN através de transporte intracelular mediado
por particulas na epiderme. Ver, por exemplo, Patente
Europeia N° 0 500 799. FEsta técnica evita os perigos da
administracdo extracelular (por exemplo, através de agulha
e seringa na pele ou musculo), uma vez que Se pensa que a
maior parte do ADN administrado por meio extracelular ¢é
rapidamente degradado, sendo necessario que uma quantidade
excessiva de ADN seja inoculada apenas para se obter um
nivel suficiente de expressdo do antigénio. Por outro lado,
a administracdo de ADN mediada por particulas na epiderme
alcancga a deposi¢do 1intracelular directa de ADNs
plasmidicos nas células epidérmicas, incluindo as células
epidérmicas de Langerhans . Devido a administrac¢do
intracelular directa, o ADN é protegido de nucleases
extracelulares, sendo apenas necessario administrar
quantidades muito pequenas de ADN. Efectivamente, a
imunizagdo mediada por particulas com quantidades da ordem
dos nanogramas de um determinado ADN plasmidico pode
desencadear respostas humorais e de CTL muito fortes, muito

frequentemente apds uma Unica administracéo.

A malaria é uma doenca generalizada e significativa do
ser humano, especilalmente em paises tropicais. A doenga é
causada pelos parasitas provenientes de  mosquitos,
nomeadamente Plasmodium falciparum e Plasmodium vivax. NoO
entanto, a pesguisa no campo da vacina contra a maldria
ainda tém de resultar no desenvolvimento de uma vacina
profildtica segura, pratica e eficaz. Embora se tenham
obtido intmeros exemnplos de resposta imunitdria

significativa tanto em modelos animais como em voluntadrios



humanos por meio da utilizagdo de uma variedade de vacinas
experimentais, a proteccdo efectiva conferida por tais
vacinas em ensaios clinicos com seres humanos tem sido
desanimadoramente baixa. O conhecimento cientifico cada vez
maior do ciclo de wvida do parasita da malaria e a
identificacdo de antigénios importantes das varias fases da
vida de um parasita tem permitido o desenvolvimento de uma
série de estratégias de vacinag¢do concebidas para provocar
a formagdo de anticorpos protectores assim como de células

efectoras tais comc as CTLs.

0 ciclo de doenga da maldria comeg¢a com uma picada de
mosquito, através da qual sdo injectados o0s esporozoitos
infecciosos da maldria na corrente sanguinea. Poderia
parecer razodvel que o0s anticorpos especificos dos
esporozoitos fossem um meio eficaz de prevengdo ou de
limitacdo significativa no que respeita a infeccdo de
hepatdcitos nesta fase. No entanto, apds infecgdo dos
hepatdécitos, o parasita desenvolve-se no meio intracelular
do hepatdcito, podendo escapar-se aos anticorpos
circulantes. Nesta fase, a apresentacdo dos antigénios
especificos dos esporozoitos na superficie dos hepatdcitos
infectados antes dos merozoitos ou da libertacgdo de
merozoitos na fase sanguinea, faculta um alvo atractivo
para os CTLs especificos da maldria. Tais células efectoras
poderiam ou eliminar os hepatécitos infectados ou
desencadear a destruigdo de parasitas intracelulares, antes
da primeira libertag¢do de merozoitos maduros na fase

sanguinea.

Resumo da Invencao



O objectivo primario da presente invencdc consiste em
apresentar composigdes novas para utilizacao em
procedimentos de vacinas (genéticas) com acido nucleico.
Estas composicdes combinam moléculas de acido nucleico que
contém sequéncias codificadoras de um antigénic de
interesse com um adjuvante, em que o adjuvante se encontra
presente na composigdo sob uma forma que nac a de ADN, e
pressupbem uma administracdo directa, intracelular da
composigdo - tanto a sequéncia codificadora do antigénio

como o adjuvante ndo-ADN.

Consequentemente, as presentes composigdes apresentam
um afastamento significativo das composi¢des anteriores da
vacina de DNA que podem combinar sequéncias codificadoras
de antigénios com sequéncias codificadoras de adjuvantes.
Além disso, a administracdo intencional do adjuvante néo-
DNA numa célula alvo é um contra-sensc uma vez dJue oS
adjuvantes sdo  conhecidos por funcionar numa base
extracelular, por exemplo, formando um depdsito
extracelular, e ¢ quando essas fracgdes estdo presentes no
dominio extracelular que as células imuno-competentes podem
encontrar e interagir com o adjuvante para produzir o]
efeito adjuvante desejado. O componente adjuvante destas
novas composicdes pode ser apresentado sob intmeras formas
diferentes tais como, mas ndo limitadas a, na forma de uma
proteina, de um lipido, de uma hormona ndo proteica ou
respectivo analogo, de uma vitamina ou respectivo andlogo,
de uma proteina purificada derivada de uma cultura
bacteriana (por exemplo, Bacillus calmette guerin), de
material da parede celular esquelética microbacteriana, de

uma saponina ou respectivo derivado,ou semelhante.



Mais ainda, a invencdo apresenta uma composicac dque
contém (a) uma molécula de acido nucleico que inclui uma
sequéncia codificadora de um antigénio de interesse; e (b)
um adjuvante eficaz na intensificagcdo de pelo menos um
componente de uma resposta imune direccionada contra o
antigénio quando expresso nas células de um individuo
vacinado, em que o adjuvante se encontra presente na
composigdo sob uma forma que ndo de ADN e em que o acido
nucleico e o adjuvante sdo revestidos em particulas
transportadoras nucleares separadas, por exemplo em
particulas transportadoras balisticas de ouro ou
tungsténio. Em concretizacdoes particulares, a molécula de
dacido nucleico é apresentada no contexto de uma construgdo
de wvector, de preferéncia um plasmidec. O antigénio
seleccionado pode ser obtido ou derivado de gualguer agente
gue se pretenda que desencadeie uma resposta imunitéaria,
podendo, deste modo, ser um agente de doencga parasitica ou
infecciosa, contra um antigénic especifico de tumor ou
antigénio “self”, um alérgeno ou semelhante. Em
concretizagbes particulares, o antigénio € um antigénio
viral, tal como um antigénio do virus da hepatite B (HBV),
um virus da imunodeficiéncia humana (HIV) ou um virus da
gripe. Em outras concretizac¢des, o antigénio deriva de um
parasita, tal como de um parasita da malaria. O adjuvante
seleccionado pode ser qualguer composigdo adjuvante
adequada. Em concretizag¢des particulares, o© adjuvante ¢&,
pelo menos, parcialmente soluvel em etancl. Os adjuvantes
preferidos incluem monofosforil lipido A (MPL) e saponinas
tais como Quil-A. Outros adjuvantes preferidos sdo o0s
denominados adijuvantes da mudanc¢a imunitdria tal como agui

descrito. Todas estas composic¢des podem ser utilizadas na



producdo de um medicamento para utilizacdo em técnicas de

imunizagdo com Adcido nucleico.

A publicacdo apresenta igualmente métodos para se
utilizarem as composigbes acima descritas como forma de se
obter uma resposta imunitdria contra um antigénio
seleccionado num individuo vacinado. 0Os métodos implicam a
administracdo das composigbes directamente nas células
presentes num local alvo no individuo numa quantidade
suficiente para se obter a resposta imunitaria desejada. Em
concretizacdes particulares, a composicdo ¢é primeiro
revestida numa particula de suporte nuclear (por exemplo,
uma particula condutora balistica de tungsténic ou de ouro)
e administrada wutilizando uma técnica de transporte
transdérmico, tal como, técnica de transporte mediada por
particula. Um tecido alvo preferencial ¢, deste modo, ©

tecido epidérmico.

E igualmente objectivo primdrio da presente invencdo
apresentar composicgdes novas para utilizacao em
procedimentos com vacinas (genéticas) com acido nucleico,
cujas composigdes sdo formadas a partir da combinagdo de
uma molécula de A4cido nucleico que contém uma sequéncia
codificadora de um antigénio de interesse e um adjuvante de
alteracdo imunitdria que ¢é eficaz no desenvolvimento do
componente Thl de uma resposta imunitdria desencadeada
contra um antigénio num individuo vacinado. Aqui também o
adjuvante de alteracdo imunitdria se encontra na composicgdo
numa forma que ndo de ADN e pretende-se que a composicdo
seja de transporte intracelular e directo. Em
concretizagdes particulares, o antigénio provém de um
agente parasitico ou infeccioso e/ou adjuvante de mudanca

imunitaria ¢ um lipido A monofosforilo . A composicdo pode



ser revestida uma particula de suporte nuclear para

proporcionar uma preparag¢ido farmacéutica.

E ainda objectivec da presente publicacdo apresentar um
método para desencadear uma resposta imunitdria contra um
antigénio seleccionado num individuo (por exemplo, vacina
contra um agente de doenca infecciosa), que inclua as fases
de administracdo de uma construgdo genética nas células do
individuo, construcdo essa que provoca expressdo  nas
células do individuo, de um antigénio em niveis suficientes
para dar lugar uma resposta 1imunitdria especifica do
antigénio; e co-administrar ao individuo préximo da
administragdo da construcdo genética uma quantidade
efectiva de um adijuvante de alteracdo imunitédria suficiente
para causar uma mudanca no equilibrio de respostas
imunitdreas do tipo Thl e Th2 desencadeadas no individuo
vacinado a partir de tal resposta, que seria obtida sem ©
adjuvante de alteracdo imunitaria. A presente invencdo
facilita assim a utilizacdo de vacinas genéticas através da
utilizacdo de adijuvantes de alteragdo imunitdria que
alteram ou redireccionam a resposta imunoldgica de um

individuo relativamente a uma vacina genética.

Consequentemente, a invencdo apresenta um método de
gerar uma resposta imunitaria, incluindo: (a) administracdo
de uma composicdo de vacina genética nas células presentes
num local alvo num individuo, em que a composicdo da vacina
compreende um 4cido nucleico codificador de um antigénio; e
(b) co-administracdo de um adjuvante, em que a composicao
do adjuvante pode ser administrada no mesmo local ou em
local diferente da composigdo da vacina. A composigdo do
adjuvante pode igualmente ser administrada antes, apds ou

simultaneamente com a composicdo da vacina. As composigdes



do adjuvante e da vacina podem ser administradas numa uUnica
composicdo ou em composigdes separadas. Numa concretizacdo
particular, a composic¢do adjuvante apresenta-se em forma de
particulas e ¢ administrada através de uma técnica de
administracao transdérmica, preferencialmente com
utilizando um dispositivo de injecgdo de pd de seringa sem
agulha. Numa concretizacdo relacionada, o© adjuvante ¢é
administrado utilizando wuma técnica de administracéo
mediada por particulas. Para ambas estas concretizag¢des, ©
local alvo preferencial ¢ o tecido epidérmico. Ainda, numa
outra concretizag¢do, o© adjuvante ¢é administrado por via

tdépica no local alvo.

E ainda objectivo da presente invencdo facultar uma
composicdo de vacina genética eficaz para a maldria. A
composigdo inclui uma construgdo genética codificadora da
expressdo num individuo de wum ou mais antigénios da
malaria, por exemplo, um antigénio CS; e uma quantidade
efectiva de adjuvante de alteracdo imunitaria suficiente
para mudar a natureza da resposta imunitaria desencadeada
num individuo vacinado a partir de uma  resposta

predominantemente Th2 relativamente a uma resposta Thl.

E, sem duvida, uma vantagem da presente invengdo o
facto de poder aumentar a eficdcia de composicdes de vacina
genética. Outra vantagem sdo os métodos e composicgdes aqui
apresentados que podem ser utilizados ©para adaptar
especificamente ou alterar a natureza da resposta
imunitéria gerada utilizando composicdes de vacina

genética.

Estes e outros objectivos, concretizacdes e vantagens

da 1invencdo serdo evidentes para quem tiver formacgdo
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ordindria na técnica, considerando tudo o© que aqui ¢é

revelado.
Breve Descricdo dos Desenhos

Figura 1 é um histograma gue representa os resultados

da Experiéncia 1.

Descricdo Pormenorizada das Concretizacgdes

Preferenciais

Antes de descrever em detalhe a presente invencdo, deve
entender-se que esta invencdo ndo se limita a formulagdes
de vacinas especificas ou parametros processuais uma vez
que estes podem, certamente, variar. Deve igualmente
entender-se que a terminologia aqui utilizada tem como
funcdo descrever apenas concretizagdes particulares da

invencdo e nao se pretende que esta seja limitada.

Devera ter-se em microesfera que, tal como utilizado

nesta especificagdao e reivindica¢des anexas, as formas de

W Ww

singular “um”, uma” e “o” e “a” incluem referéncias
plurais a ndo ser que © seu conteudo indique o contrario.
Deste modo, por exemplo, a referéncia a “uma particula”
inclui duas ou mais particulas, referéncia a “um antigénio”
ou a “um adjuvante” inclui uma mistura ou uma combinac¢do de
dois ou mais desses agentes, referéncia a “um excipiente”
inclui misturas ou combinacdes de dois ou mais excipientes

e assim por diante.
A. Definigdes

Salvo definido de outro modo, todos os termos técnicos
e cientificos utilizados na presente invencdoc tém o mesmo
significado tal como ¢ entendido por alguém com competéncia

ordindria aos quais esta inveng¢do respeita. Embora uma
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série de métodos e materials similares ou egquivalentes aos
aqui descritos possa ser utilizada na pratica da presente
invencdo, o©os materialis e métodos preferenciais sdoc os

descritos nesta invencgao.

Ao se descrever a presente invengdo, Serdo empregues oS
seguintes termos, pretendendo-se gue ©0s mesmos Ssejam

definidos como abaixo indicado.

Tal como utilizado esta invencéo, 0 termo
“fadministrac¢do transdérmico” inclui a administragédo
intradérmico (por exemplo, na derme ou epiderme) e

administracdo transdérmica (por exemplo, “percuténea”),
isto é, a adminsitracdo por meio de passagem de um agente
para ou através de, pelo menos, a camada superior da pele.
Ver, por exemplo, Transdermal Drug Delivery : Developmental
Issues and Research Initiatives, Hadgraft and Guy (eds.),
Marcel Dekker, Inc., (1989) ; Controlled Drug Delivery:
Fundamentals and Applications, Robinson and Lee (eds.),
Marcel Dekker 1Inc., (1987); e Transdermal Delivery of
Drugs, Vols. 1-3, Kydonieus and Berner (eds.), CRC Press,

(1987) .

Um “antigénio” refere-se a qualguer fracgdo imunogénica
ou agente, normalmente uma macro-molécula, a qual pode
desencadear uma resposta imunoldgica num individuo. O termo
pode ser utilizado para referir uma macro-molécula
individual ou uma populacdo homogénea ou heterogénea de
macro-moléculas antigénicas. Tal como utilizado nesta
invencéo, o termo “antigénio” inclui alérgenos.
Consequentemente, o termo “antigénio” inclui, de modo
geral, fracgcbes que compreendem proteinas, polipetideos,

fragmentos de ©proteinas antigénicas, oligossacarideos,
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polissacarideos, produtos ou composicdes quimicos organicos
ou 1inorgdnicos e por ai adiante. Para além disso, o©
antigénio pode derivar ou ser obtido a partir de um virus,
bactéria, parasita, protozodrio ou fungo e pode ser um
organismo inteiro. Este termo inclui igualmente antigénios
tumorais ou os denominados “auto” antigénios que estédo
envolvidos com doenc¢as auto-imunes. Semelhantemente, um
oligonucledtido ou polinucleotideo qgue  expresse  um
antigénio, tal como nas aplicagdes de imunizag¢do com Aacido
nucleico, ¢ também incluido na definigcdo. 0s antigénios
sintéticos também sdc aqui incluidos, ©por exemplo,
poliepiopos, epitopos flangqueados e outros antigénios
recombinantes ou sinteticamente derivados (Bergmann et al.
(1993) FEur. J. Immunol. 23: 2777-2781; Bergmann et al.
(1996) J. Immunol. 157 : 3242-3249; Suhrbier, A. (1997)
Immunol. and Cell Biol. 75: 402-408; Gardner et al. (1998)
12th World AIDS Conference, Geneva, Switzerland, June 28-
July 3,1998).

Os termos “molécula de acido nucleico” e
“polinucledtido” sdo utilizados alternadamente e referem-se
a uma forma polimérica de nucleotidos de qualquer
comprimento, sejam deoxiribonucledtidos sejam
ribonucledtidos ou semelhantes. Exemplos ndo limitadores de
polinucledétidos incluem um gene, um fragmento de gene,
exBes e 1ntrdes, ARN mensageiroc (mRNA), ARN transferente,
ARN  ribossdémico, ribozimas, polinucledétidos de  ADN
recombinante, polinucledtidos ramificados, plasmideos,
vectores, ADN isolado de qualquer sequéncia, ARN isolado de

gualguer sequéncia, sondas e acido nucleico e iniciadores.

Um "gene", tal como utilizado no contexto da presente

invencdo, é uma sequéncia de nucledétidos numa molécula de
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acido nucleico (cromossoma, plasmideo, etc) ao qual é
associada wuma fungdo genética. Um gene ¢ uma unidade
hereditaria, por exemplo de um organismo gue inclui uma
sequéncia polinucledtida (por exemplo, uma sequéncia de ADN
para os mamiferos) e que ocupa um local fisico especifico
(um "locus de genes" ou "locus genético”) dentro do genoma
de um organismo. Um gene pode codificar um produto
expresso, tal como um polipeptideo ou um polinucledtido
(por exemplo, tARN). Alternativamente, um gene pode definir
um local gendmico para um evento/funcdo especifica, tal
como a ligagdo de proteinas e/ou 4acidos nucleicos (por
exemplo, locais de ligacdo de fagos), em que © gene ndo
codifica um produto expresso. Normalmente, um gene inclui
sequéncias codificadoras, tais COomo sequéncias
codificadoras de polipeptideos, e sequéncias nao
codificadoras, tais como sequéncias promotoras, sequéncias
de poli-adenalinacgao, sequéncias reguladoras de
transcrigbes (por exemplo, sequéncias intensificadoras).
Muitos genes eucaridticos tém Yexbes” (sequéncias
codificadoras) interrompidas por “intrdes” (sequéncias néo
codificadoras). Em certos casos, um gene pode partilhar
sequéncias com um outro(s) gene (s) (por exemplo,

sobreposicdo de genes).

Uma "sequéncia codificadora” ou uma sequéncia que
“codifica” um polipetideo seleccionado, é uma molécula de
acidoc nucleico que ¢ transcrito (no caso do ADN) e
traduzido (no caso do ARNm) num polipetideo in vivo quando
colocado sob o controlo de sequéncias reguladoras
apropriadas (ou “elementos de controlo”). O termo inclui um
gene. Os limites da sequéncia codificadora sido determinados

por um codao iniciador no terminal (amino) 5’ e um codao
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terminal de traduc¢doc no terminal (carboxilo) 3'. Uma
sequéncia codificadora pode incluir, mas ndo se limitando
a, ADNc de ARNm viral, procariético ou eucaridtico,
sequéncias gendmicas de ADN de ADN viral ou procaridtico e
até sequéncias sintéticas de ADN. Uma sequéncia terminal de
transcricdo pode ser localizada no terminal 3’ da sequéncia
codificadora. A transcrigcdo e tradugdo de sequéncias
codificadoras sdo tipicamente reguladas por “elementos de
controlo”, mas ndo limitadas a, promotores de transcrigao,
elementos intensificadores de transcricdo, sinails terminais
de transcrigdo, sequéncias poliadenilacdo (localizadas no
terminal 3’ do coddo terminal de traducdo), sequéncias de
optimizag¢do para iniciacdo da tradu¢do (localizadas no
terminal 5’ da sequéncia codificadora), e sequéncias

terminais de traduc¢do.

Um “wvector” ¢é qualquer fraccdoc capaz de transferir
moléculas de acido nucleico (por exemplo, sequéncias
polinucledtidas ou genéticas) para células alvo (por
exemplo, vectores virais, vectores nado-virais, suportes de
particulas e lipossomas). Normalmente, uma “construgdo de
vector”, "vector de expressdo” e “vector de transferéncia
de genes” significa qualquer construgdo de acido nucleico
capaz de direccionar a expressdo de um gene de interesse e
com capacidade de transferir sequéncias de genes para
células alvo. Deste modo, o termo inclui veiculos de

clonagem e de expressdo, assim como vectores virais.

“Ligada operacionalmente” refere-se a uma disposicdo de
elementos em que os componentes descritos sdo configurados
de modo a poderem desempenhar as suas fungdes normais.
Deste modo, um determinado promotor que se encontra ligado

operacionalmente a uma sequéncia codificadora (por exemplo,
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a uma sequéncia codificadora de um antigénio de interesse)
tem capacidade de <realizar a expressdo da sequéncia
codificadora na presenca de proteinas reguladoras e enzimas
adequadas. Em alguns casos, existem alguns elementos de
controlo que ndo necessitam ser contiguos as sequéncias
codificadoras, desde que funcionem de modo a direccionar a
expressdo das mesmas. Por exemplo, podem encontrar-se
seguéncias intervenientes ndo traduzidas mas Jja transcritas
entre a sequéncia promotora e a sequéncia codificadora e a
sequéncia promotora pode ainda ser considerada “ligada

s

operacionalmente” a sequéncia codificadora.

0O termo “recombinante”, tal como utilizado nesta
inven¢do para descrever uma molécula de 4cido nucleico
significa um polinucledétido de origem gendmica, ADNc, semi-
sintética ou sintética, a qual, devido a sua natureza ou
manipulacdo: (1) nado se encontra associada a todas ou a uma
porcdo do polinucledtido com o qual se encontra associada;
e/ou (2) se encontra ligada a um polinucledtido que ndo o
polinucledtido a que se encontra ligada por natureza. O
termo “recombinante” tal como utilizado relativamente a uma
proteina ou polipeptideo, significa um polipeptideo

produzido por expressdo de um polinucledtido recombinante.

As técnicas para determinara “identidade de sequéncias”
de A4acido nucleico e de aminodcidos sdo bem conhecidas na
arte. Normalmente, estas técnicas incluem determinar a
sequéncia nucleotidica do ARNm para um gene e/ou determinar
a sequéncia de aminoacidos codificada deste modo e a
comparagado destas seqguéncias com uma segunda seguéncia
nucleotidica ou de aminoacidos. Normalmente, “identidade”
refere-se a uma correspondéncia exacta de nucledtido por

nucledtido ou aminodcido para aminoacido de duas sequéncias
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de polinucledtidos ou ©poplipeptideos. Duas ou mais
sequéncias (polinucledtidos ou aminodcidos) podem ser
comparadas determinando-se a sua Ypercentagem de
identidade”. A percentagem de identidade de duas
seguéncias, sejam estas sequéncias de acidos nucleicos ou
de aminoacidos, ¢ o numero de correspondéncias exactas
existentes entre duas seguéncias alinhadas, dividido pelo
comprimento das sequéncias menores e multiplicado por 100.
Um alinhamento aproximado para sequéncias de acidos
nucleicos é providenciado pelo algoritmo de homologia local
de Smiths and Waterman (1981) Advances 1in Applied
Mathematics (Avangos em Matemdticas Aplicadas) 2: 482-489
Este algoritmo pode ser aplicado a seqguéncias de
aminodcidos utilizando a matriz de classificacao
desenvolvida por Davhoff, Atlas of Protein Sequences and
Structure, M. O. Dayhoff ed., 5 suppl. 3: 353-358, National
Biomedical Research Foundation, Washington, D. C., USA e
normalizada por Gribskov (1986) Nucl. Acids Res. 14 (6):
©745-6763. Uma implementacdo exemplar deste algoritmo para
determinar a percentagem de identidade de uma sequéncia é
apresentada pelo Genetics Computer Group (Madison, WI) na
aplicagdo utilitdria "BestFit". Os parédmetros por defeito
para este método sdo descritos na Wisconsin Sequence
Analysis  Package  Program Manual, Versdo 8 (1995)
(disponivel em Genetics Computer Group, Madison, WI). Um
dos métodos preferidos para estabelecer a percentagem de
identidade no contexto da presente 1nvengdo consiste em
utilizar o conjunto de programas MPSRCH publicado pela
Universidade de Edimburgo, desenvolvido por John F. e Shane
S. Sturrok, e distribuido ©por IntelliGenetics, Inc.

(Mountain View, CA). Considerando estas disposicdes, ©
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algoritmo de Smith-Waterman pode ser empregue no qual o0s
parametros por defeito sdo utilizados para a tabela de
classificacdo (por exemplo, penalizacdo de intervalo aberto
de 12, penalizacdo de extensdo de intervalo de um e um
intervalo de seis). A partir dos dados obtidos, o valor
“Match” reflecte a "identidade da sequéncia”. Outros
programas adequados para calcular & percentagem de
identidade ou semelhanca entre sequéncias sdo normalmente
conhecidos na técnica. Por exemplo, outro parametro de
alinhamento ¢ o BLAST, wutilizado com pardmetros por
defeito. Por exemplo, o BLASTN e o BLASTP podem ser
utilizados utilizando os seguintes parémetros: genetic code
= standard; filter = none; strand = both; cutoff = 60;
expect = 10; Matrix = BLOSUMb6Z2 ; Descriptions = 50
sequences; sort by = HIGH SCORE; Databases = non-redundant,
GenBank + EMBL + DDBJ + PDB + GenBank CDS translations +
Swiss protein + Spupdate + PIR. Os pormenores relativos a
estes programas podem ser encontrados no enderego de
internet  seguinte:  http://www. ncbi. nlm. gov/cgi-

bin/BLAST.

Alternativamente, a homologia pode ser determinada por
hibridacdo de polinucledétidos em condigdes que formam um
duplo estédvel entre regides homologas, seguindo-se a
digestdo com nuclease(s) especifica(s) de cadeia simples e
com determinacdo do tamanho dos fragmentos digeridos. Duas
sequéncias de AND ou duas sequéncias de polipetideos sédo
“substancialmente homdlogas”  reciprocamente quando  as
sequéncias apresentam, pelo menos, cerca de 80% a 85%,
preferencialmente pelo menos cerca de 90% e ainda mais
preferencialmente cerca de 95% a 98% de identidade de

seguéncia ao longo de um comprimento definidoc de moléculas,
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tal como determinado utilizando os métodos acima indicados.
Tal como utilizado na presente invencgdo, substancialmente
homélogas refere-se igualmente a sequéncias que apresentam
uma identidade completa relativamente & sequéncia de ADN ou

de pclipeptideos.

As sequéncias de ADN que sdo substancialmente homdélogas
podem ser identificadas numa experiéncia de hibridacdo de
Southern sob, por exemplo, condigbes rigorosas, tal como
definido ©para esse sistema particular. Por exemplo,
condicdes de hibridacdo rigorosas podem dincluir 50% de
formamida, 5 x Solu¢do de Denhardt, 5 x SSC, 0,1% SDS e 100
tg/ml de ADN de esperma de salmdo desnaturado e as
condig¢des de lavagem incluem 2x SSC, 0,1% SDS a 37 °C,
seguidas de 1x S8sC, 0,1% SDS a 68 °C. A definigdo das
condi¢bes de hibridag¢do apropriadas ¢é abrangida pela

propria técnica.

0 termo “composigdo de vacina” pressupde qualquer
composicao farmacéutica que contenha um antigénio
(particularmente, tal como agui utilizado, o termo refere-
se a uma composicdo que contém uma molécula de 4acido
nucleico com uma sequéncia gque codifica um antigénio),
composigdo essa que pode ser utilizada para prevenir ou

tratar uma doenga ou condicdo num individuo.

As composig¢des de vacinas podem igualmente conter um ou
mais adjuvantes. Normalmente, uma composigdo de vacina é
utilizada como profilaxia numa doeng¢a causada por um agente
patogénico, no entanto, as composigcbdes de vacina da
presente inven¢do podem também ser utilizadas num contexto

terapéutico.
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Uma “resposta imunoldgica” ou “resposta d1munitdria”
contra um agente seleccionado, antigénio ou uma composigao
de interesse é o desenvolvimento, num individuo, de uma
resposta imune humoral e/ou celular as moléculas (por
exemplo, um antigénio) presentes no agente ou na composicdo
de interesse. Para efeitos da presente 1invengdo, uma
“resposta 1munitdria humoral” refere-se a uma resposta
imunitdria mediada por moléculas de anticorpos, enguanto
uma “resposta imunitdria celular” é uma resposta mediada

por linfécitos T e/ou outros gldébulos brancos.

Pressupbe-se gue as respostas imunitérias dos mamiferos
envolvam uma cascata 1munitdria conforme uma de duas
categorias gerais de resposta, caracterizadas pela classe
da célula auxiliar T que inicia a cascata. Deste modo, uma
resposta imunitdria a um antigénic especifico pode ser
caracterizada como uma resposta de tipo auxiliar T 1(Thl)
ou tipo auxiliar T 2(Th2), dependendo dos tipos de
citoquinas que sdo libertadas dos linfécitos T especificos
do antigénio a seguir a apresentacgdo dos antigénios. As
respostas imunitarias Thl sdo normalmente caracterizadas
pela libertacdo de citoquinas inflamatdérias, tais como IL-
2, gama-interferdo (IFN-y) e o factor alfa de necrose do
tumor (TNF-o) das células auxiliares T estimuladas pelo
antigénio. As respostas Thl encontram-se igualmente
associadas a uma forte imunidade celular (por exemplo,
CTLs) e a produgdo de subclasses de anticorpos IgG que
possuem uma actividade de opsonizacdo e de fixacdo
complementar, tal Como actividade de fixacao do
complemento, tal Como IgG2a no modelo de ratinho
vulgarmente utilizado. Por outro lado, as respostas imunes

Th2 sdo caracterizadas pela libertacdo de citoquinas néo
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inflamatdérias, tais comc IL-4 e IL-10, a seguir a simulacéo
de células auxiliares T especificas de wum antigénio.
Normalmente, as respostas Th2z ndo favorecem a actividade
CTL maxima, mas estdo associadas a fortes respostas a
anticorpos, representando subclasses 1gG tais como a 1gGI
no ratinho, <classes de anticorpos com auséncia de
actividade de opsonizagao e de fixagdo complementar. De
modo geral, os niveis de anticorpos associadcs as respostas
Th2 sao consideravelmente mais fortes do que 0s associados

a respostas Thl.

O termo “adjuvante” pressupde qualgquer material ou
composicdo com capacidade de alterar especificamente ou ndo
especificamente, intensificar, direccionar, redireccionar,
potenciar ou iniciar uma resposta imunitdria especifica de
um  antigénio. Deste, modo, a co-administra¢ido de um
adjuvante e um antigénio (por exemplo, como uma ccmposicdo
de wvacina) pode dar lugar a uma dose inferior ou menos
doses de um antigénic necessdrias para alcangar uma
resposta imunitdria desejada no individuo ao qual é
administrado o antigénic. Em determinadas concretizacdes da
inveng¢do, a co-administragdo de um adjuvante com um Aacido
nucleico codificador de um antigénio pode redireccionar a
resposta imunitdria contra o antigénio. Por exemplo, onde a
resposta i1munitaria ¢ redireccionada de uma resposta
imunitdria do tipo Th2 para uma do tipo Thl e vice versa. A
eficdcia de um adjuvante pode ser determinada pela
administracdo do adjuvante com uma composigdo de vacina e
controlos de composig¢do de vwvacina nos animais e pela
comparacgdo dos titulos dos anticorpos e/ou imunidade
mediada por células contra os dois ensaios modelo

utilizados, tais como radio-imuncensaios, ensaic ELISAs,
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ensaio CTL e por ai adiante. Normalmente, numa composicdo
de vacina, o adjuvante ¢ uma fraccgdo separada do antigénio,
embora uma molécula Unica possa ter caracteristicas de
adjuvantes e de antigénios (por exemplo, toxina da cdlera).
Para os efeitos da presente invencdo, um adjuvante &
utilizado para intensificar a resposta imunitédria
relativamente a um antigénio especifico, por exemplo,
guando um adijuvante é co-administrado com uma composicdo de
vacina, a resposta imunitaria resultante é maior do que a
resposta imunitédria provocada por uma quantidade
equivalente da composigdo de vacina administrada sem o
adjuvante, ou o adjuvante é utilizado para redireccionar a

natureza da resposta imunitéaria.

Além disso, para efeitos da presente invengdo, uma
“quantidade eficaz” de um adjuvante serd a quantidade gque
intensifica uma resposta imunoldgica relativamente a um
antigénio co-administrado numa composicdo de vacina de tal
forma que sdo requeridas doses mais baixas e menores para
gerar uma resposta imunitadria eficiente, ou uma “quantidade
eficaz” de um adjuvante serd a quantidade suficiente para
dar lugar a uma mudanga ou redirecionamento da resposta
imunitédria relativamente a resposta imunitédria do antigénio
isclado. Uma “composigcdo adjuvante” pressuplde qualquer

composigdo farmacéutica que contenha um adjuvante.

Z

Um "adjuvante de alteragdo imunitdria” é um adjuvante
que é eficaz para alterar ou direccionar (redireccionar) a
natureza de uma resposta imunitdria contra um antigénio
seleccionado que recebe tanto o antigénio como o adjuvante
de alteracdo imunitdria. A alteracdo ou redireccionamento
tem a ver com a natureza da resposta imunitédria que ¢é

direccionada contra o antigénio na auséncia do adjuvante de
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alteracdo imunitdria. Deste modo, estes adjuvantes sdo aqui
utilizados para mudar a natureza de ume resposta imunitédria
desencadeada contra um antigénio seleccionado (um antigénio
codificado por uma sequéncia de 4acido nucleico presente
numa composicdo de vacina genética) para favorecer uma
resposta do tipo Thl em vez de uma resposta do tipo Thz, ou
para favorecer uma resposta do tipo ThZ em vez de uma
resposta do tipo Thl. Na presente invencdc pode ser
utilizado um numero de adjuvantes conhecidos como adjuvante
de alteragdo imunitdria, ndo se limitando a um adjuvante
lipido A monofosforilo (MPL). A capacidade de um adjuvante
servir como um adjuvante de alteracdo imunitdria pode ser
determinada pela avaliagdo da natureza de respostas
imunitarias criadas pela administracgdo composicdo de vacina
sozinha e administra¢do da composi¢do de vacina com ©
adjuvante. Esta avaliacdo pode envolver a caracterizag¢do ou
identificagdo dos tipos de citoquinas que sao libertadas
por 1linfdécitos T especificos do antigénio a seguir a
apresentacdo do antigénio num individuo e/ou caracterizacdo
ou identificacdo das subclasses IgG predominantes que sao
desencadeadas por uma combinag¢do antigénio/adjuvante
relativamente ao antigénio sozinho. Todas estas
caracterizagdes ou identificacgdes sdo bem conhecidas
dealguém com competéncia ordinaria na técnica, tal como

dirigido nesta especificacéo.

Tal como wutilizado nesta invengdo, o termo “co-
administrado”, tal como quando um adjuvante & “co-
administrado” com um A&cido nucleico codificador de um
antigénio (por exemplo, composicdo de vacina), implica uma
administragdo simulténea ou concorrente de adjuvante e

antigénio, por exemplo, quando ambos estdo presentes na
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mesma composicdoc ou sdo administrados em composic¢des
separadas quase ao mesmo tempo mas em locais diferentes,
assim como o transporte de adjuvante e antigénio em
composigdes separadas em momentos diferentes. Por exemplo,
a composicdo adjuvante pode ser administrada antes ou apods
transporte do antigénio no mesmo local ou em local
diferente. O tempo entre a administracdo do adjuvante e a
administracdo do antigénic pode ter wuma diferenca de

minutos, algumas horas ou varios dias.

Tal como utilizado na presente 1nvencdo, © termo
“tratamento” inclui qualquer uma das situac¢des seguintes:
prevencdo de infecgdo ou reinfecgdo; redugdo ou eliminacgdo
de sintomas e a redugdo ou eliminagdo completa de um
patogénio. (O tratamento pode ser efectuado a titulo

profildtico (antes da infeccgdo).

Os termos “individuo” e “sujeito” sdo wutilizados
alternadamente nesta invengdo e referem-se a qualquer
membro da subfilo cordata, incluindo, sem limitacdes, seres
humanos e outros primatas (incluindo primatas ndo humanos
tais como os chimpanzés e outras espécies de macacos e
simics), animais de quinta tais como bois, ovelhas, porcos,
cabras e cavalos; mamiferos domésticos tais como cdes e
gatos; animais de laboratdério incluindo roedores tais como
0os ratinhos, ratazanas e porquinhos da India; passaros
(incluindo, péssaros domésticos, selvagens e de caga tais
como galinhas, perus e outros péassaros galindceos, patos,
gansos); peixes, etc. Os termos ndo denotam uma idade
particular. Deste modo, pretende-se que tanto os adultos
como individuos recém-nascidos sejam incluidos. Pretende-se
que os métodos descritos nesta invenc¢do sejam utilizados

para todas as espécies de vertebrados acima indicadas, uma
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vez que 0s sistemas imunitdrios de todos estes vertebrados

funciona de forma semelhante.
B. Métodos Gerais

Uma premissa basica da presente invengdo reside na
descoberta de que um adjuvante ndo-ADN pode ser incorporado
numa composicdo de vacina baseada num 4dcido nucleico (por
exemplo, uma composi¢dao de ADN ou composigac de vacina
genética) e utilizado para alterar, intensificar,
direccionar ou redireccionar a natureza da resposta

imunitdria a um antigénio num individuo tratado.

As composigdes que contém uma combinacdoc de uma
molécula de A&cido nucleico que inclua uma sequéncia
codificadora de um antigénio de interesse e um adjuvante
numa forma gque ndo de ADN, sdo administradas directamente
nas células presentes no tecido alvo num individuo a ser
tratado. E preferivel, mas ndo necessario, que a composicio
seja revestida numa particula de suporte nuclear o que
facilita grandemente o transporte intracelular directo das
novas composicgdes. O componente adjuvante da composicdo é
eficaz para intensificar, pelo mencs, um aspecto da
resposta imunitdria desencadeada contra o antigénio
parceiro. Em alguns aspectos da invencdo, o adjuvante ¢é
seleccionado para mudar ou redireccionar a natureza da
resposta imunitéaria especifica de um antigénio
relativamente a resposta imunitidria de um antigénio
especifico que ¢é criada na auséncia do adjuvante co-

administrado.

Em outros aspectos da 1invengéo, o adjuvante ¢
seleccionado para intensificar o componente auxiliar T 1

(thl) da resposta imunitaria de um antigénio especifico.
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Num aspecto particular da invenc¢do, foli descoberto que
a adigdo de um adjuvante apropriado alteragdo da resposta
imunitédria a uma vacina de ADN tem o efeito de estimular e
mudar a resposta imunitdria especifica de um antigénio
desenacdeada pela vacina de modo a favorecer uma resposta
Thl em vez de uma resposta Th2. Um adjuvante particular que
foli descoberto por surtir esse efeito ¢ o 1lipido A
monofosforilo (MPL), embora tenham sido identificados
outrcs adjuvantes com efeitos semelhantes. Tal mudanga de
resposta imunitdria numa vacina de ADN aumenta a eficdcia
de vacinas de ADN numa série de doencas infecciosas, tais

como a maléaria.
Antigénios

As moléculas de acido nucleico para a componente de
vacina genética das composicdes aqui presentes ndo requerem
a elaboracdo de técnicas de preparagdoc. O passo de
preparacdo mais critico ¢, sem duvida, a selecgdo de uma
seguéncia apropriada que codifique um antigénio de
interesse. O antigénio ¢ seleccionado de forma a que a
resposta 1mune, guando desencadeada, possa providenciar
algum nivel de efeito terapéutico no individuo wvacinado,
por exemplo algum nivel de protecgdo eficaz contra um
agente de doenca. Nestas concretizacBes em que se pretende
que a resposta imunitaria de uma vacina de ADN seja
modificada para intensificar o carédcter Thl da resposta
imunitédria, o antigénio codificado pelo ADN na vacina seré

seleccionado com este efeito em mente.

Deste modc, em geral, o antigénio serd seleccionado
tendo consideracdo um método de transporte particular,

tecido alvo e adjuvante companheiro. Por exemplo, a
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imunizacdo mediada por particulas de ratinhos com vectores
codificadores do antigénio de nucleoproteina (NP) do wvirus
influenza, antigénio embriondrio de carcinoma humano (CEA),
ou antigénio do P. falciparum CS resulta previsivelmente na
indugdo das respostas de anticorpos indicativas de uma
resposta Th2. Por outro lado, a imunizagdo de ratinhos com
vectores codificadores de proteinas HIV resulta em
respostas inicialmente do tipo Thl que ©podem ser
convertidas em respostas ThZ com imunizagdes adicionais.
Mais ainda, a imunizacdo com vectores codificadores da
superficie do virus da hepatite B (HBV) e antigénios do
nucleo resulta numa resposta que poderd ser classificada
como ThO devido &a representagdo igual de ambas as
subclasses principais de IgG na resposta imunitéaria
especifica de um antigénio. Deste modo, para determinadas
infecgdes ou doencas parasiticas, ¢é possivel que o
resultado imunoldgico a seguir a uma vacina de ADN seja
apropriado para proporcionar uma proteccdo ¢ptima, enquanto
que para outras, modula¢do ou redireccionamento do
resultado imunoldgico ¢é necessario para atingir um nivel
eficaz de protecgédo que seja superior ao observado sem a
utilizacdo do adjuvante. Por exemplo, ¢ igualmente que,
para determinadas infecc¢des ou doencgas parasiticas, as
respostas imuncldgicas, embora significativas em forga,
possam ndo ser apropriadas para apresentar um efeito
terapéutico considerado o¢ptimo, por exemplo, a protecgdo.
Por outras palavras, a resposta imunitdria poderd ser
quantitativamente suficiente, mas qualitativamente
insuficiente. Este pode ser o caso da maldria, em que dados
da vacina ja existentes anteriormente indicam gue respostas

Thl poderdo ser importantes, mas onde as respostas Th2 sdo
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desencadeadas via vacina de ADN da epiderme quando se
utiliza um vector plasmideo codificadeor de CS. Deste modo,
0 efeito do tipo de adjuvante aqui previsto poderdo nao
intensificar o nivel quantitativo de resposta imunitéaria,
mas sim simplesmente redireccionar a resposta imunitaria

para intensificar o componente Thl dessa resposta.

Consequentemente, para o componente de Aacido nucleico
das presentes composigdes, um sistema promotor adequado
serd uma sequéncia operacionalmente ligada que codifica um
antigénio de interesse. O antigénio de interesse seré
preferencialmente associado a um agente patogénico, tal
como um agente patogénico viral, bacterianoc ou parasitico,
ou o antigénio poderd ser um antigénio especifico de tumor,
um auto-antigénio ou um alérgeno. O antigénio poderd ser

uma proteina completa.

Alternativamente, o antigénio poderd apenas consistir

essencialmente num epitopo celular B de um antigénio.

Os antigénios especificos de tumores incluem, mas nao
se limitam &, gqualguer das varias MAGEs (antigénio
associado a melanoma k), incluindo MAGE 1, MAGE 2, MAGE 3
(peptidec HLA-Al, MAGE 4, -etc., qualquer dos varios
tirosinase (peptideo HLA-A2), ratos mutantes; pb3 mutante e
antigénio de melanoma p97. Outros antigénios especificos de
tumores incluem o peptidec RAS e o peptideo pb3 associado a
cancros em estado avancado, os antigénios HPV 16/18 e E6/E7
associados a cancros cervicais, antigénios MUCI1-KLH
associados ao cancro da mama, CEA (antigénios carcino-
embriondrios) associados ac cancro colo-rectal, antigénios
gplIO0 ou MART] associados ao melanoma € o antigénio do PSA

associado ao cancro da préstata A sequéncia do gene pbh3 é
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conhecida (ver, por exemplo, Harris et al. (1986) Mol.
Cell., Biol. 6: 4650-4656 e encontra-se depositada no

GenBank com N° de Acesso M14694.

Os antigénios virais adequados incluem, mas nao se
limitam a, antigénios obtidos ou derivados da familia dos
virus da hepatite, incluindo o virus da hepatite A (HAV),
virus da hepatite B (HBV), virus da hepatite C (HCV), virus
da hepatite delta (HDV), virus da hepatite E (HEV) e virus
da hepatite G (HGV). Como forma de exemplo, a seguéncia
gendmica viral de HBV & conhecida, uma vez que sdo
conhecidos os métodos para obter sequéncias codificadoras
de antigénios. Ver, por exemplo, Ganem et al. (1987) Annu.
Rev. Biochem. 56: 651- 693; Hollinger, F. B. (1990) Virus

da Hepatite B, vol. II, pp. 2171-2235, em Fields et al.

(eds), Virology, 2@ ed, Raven Press, Nova Iorque, NY; e
Valenzuela et al. (1980) The nuclecotide Sequence of the
Hepatitis B viral Genome and the Identification of the
Major Viral Genes, pp. 57-70, em Fields et al. (eds),
Animal Virus Genetics, Academic Press, Nova Iorque, NY). O
genoma HBV codifica diversas proteinas virais, incluindo os
polipetideos antigénicos de superficie grande, média e
principal , o polipeptideo de gene X e o polipeptideo de
nucleo. Ver, por exemplc, Yokosuka et al. (1986) N. Engl.
J. Med. 315 : 1187-1192; Imazeki et al. (1987) Hepatology
7: 753-757; Kaneko et al. (1988) J. Virol. 62: 3979-3984; e
Oou et al. (1990) J. Virol. ©64: 4578-4581. De modo
semelhante, a sequéncia gendmica viral de HVC é conhecida,
uma vez que existem métodos para obter a sequéncia. Ver,
por exemplo, Publica¢des Internacionais n°s WO 89/04669; WO
90/11089; e WO 90/14436. © gencma HCV codifica inUmeras

proteinas virais, incluindo a El1 e EZ. Ver, por exemplo,
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Houghton et al. (1991) Hepatology 14: 381-388. As
sequéncias codificadoras destas proteinas HBV e HCV, assim
como de fragmentos antigénicos das mesmas, encontrardo
utilidade nos métodos aqui presentes De modo semelhante, ¢
também conhecida a sequéncia codificadcra para o antigénio
8 do HDV (Ver, por exemplo Patente Norte-americana N°

5,378,814).

De modo geral, as sequéncias codificadoras de uma
grande variedade de antigénios de proteinas da familia do
virus do herpes podem ser utilizadas na presente invencdo,
incluindo antigénios derivados ou obtidos do wvirus herpes
simplex (HSV) tipos 1 e 2, tais como glicoproteinas gB HSV-
1 e HSV-2, gD e gH; antigénios do virus wvaricela =zoster
(vzV), virus de Epstein-Barr (EBV) e citomegalovirus (CMV)
incluindo gB e gH; e antigénios de outros wvirus herpes
humanos tais como o HHV6 e HHV7 (ver por exemplo, Chee et
al. (1990) Cytomegaloviruses (J. K. McDougall, ed.,
Springer- Verlag, pp. 125-169; McGeoch et al. (1988) J. Gen
Virol. ©9: 1531-1574; Patente Norte-americana N° No.
5,171,568; Baer et al. (1984) Nature 310: 207-211; e
Davison et al. (1986) J. Gen. Virol. 67: 1759-1816.) 3&o
conhecidos e revelados antigénios HIV, tais como as
sequéncias gpl20 para uma série de isolados de HIV-1 e HIV-
2, 1ncluindo membros dos varios subtipos genéticos do HIV
(ver, por exemplo., Myers et al., Los Alamos Database, Los
Alamos National Laboratory, Los Alamos, New Mexico (1992);
e Modrow et al. (1987) J. virol. 61: 570-578) e antigénios
derivados de qualquer destes 1isolados 1irdo encontrar
utilidade nos métodos agui presentes. Além disso, a
invengdo é igualmente aplicdvel a outras fracgdes

imunogénicas, derivadas de qualquer um dos varios isolados
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de HIV, incluindo qualquer das varias proteinas de envelope
tais como gpl60 3 gpdl, antigénios gag tais como p24gag e
pb5gag, assim como proteinas derivadas das regides pol,

env, tat, vif, ver, nef, vpr, vpu e LTR do HIV.

As sequéncias codificadoras de antigénios derivadas ou
obtidas de outros virus irdoc igualmente encontrar utilidade
nos métodos reivindicados, tais como, sem se limitarem a,
sequéncias de membros das familias Picomaviridae (por
exemplo, virus da poliomielite, etc.); Caliciviridae;
Togaviridae (por exemplo, virus da rubéola, wvirus do
dengue, etc.); Flaviviridae; Coronaviridae; Reoviridae;
Birnaviridae ; Rhabodoviridae (por exemplo, virus da raiva,
etc.); Filoviridae; Paramyxoviridae (por exemplo, virus da
papeira, virus do sarampo, virus respiratdério sincitial,
etc.); Bunyaviridae; Arenaviridae; Retroviradae (por
exemplo, HTLV-I ; HTLV-11 ; HIV-1 (também conhecido como
HTLV-III, LAV, ARV, hTLR, etc.), incluindo mas nao se
limitando a antigénios dos isolados HIV, HIVSF2, HIVLAV,
HIVLA,, HIVMN) ; HIV-1CM235, HIV-1US ; HIV-2, entre outros.
Ver, por exemplo, Virology, 3% Edig¢do (W. K. Joklik ed.
1988); Fundamental Virology, 22 FEdigdo (B. N. Fields e D.
M. Knipe, eds. 1991), para uma descrig¢dc destes e outros

virus.

As sequéncias codificadoras de antigénios bacterianos e
parasiticos adequadas sdo obtidas ou derivadas de agentes
etioldgicos conhecidos para  doengas como  Difetria,
Pertussis, Tétano, Tuberculose, Pneumcnia Fungica ou
Bacteriana, Cdlera, Febre Tifdide, Peste, Shiguelose ou
Salmonelose, Doenca do Legiondrio, Doenca de Lyme, Lepra,
Malaria, Ancilostomose, Oncocerciase, Shistosomiase,

tripanossomiase, Leishmaniose, Giardiase, Amebiase,
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Filariase, Borrelia e Triquinose. Ainda existem outros
antigénios que podem ser obtidos ou derivados de virus ndo
convencionais ou agentes tipo virus tais como agentes
etioldgicos de kuru, doenga de Creutzfeldt-Jakob (CJD),
paraplexia enzodtica dos ovinos, encefalopatia
transmissivel da marta, doencas crdnicas debilitantes, ou
derivadas de particulas infecciosas proteinaceas tais como

prides associados a doenca das vacas loucas.

As sequéncias codificadoras de alérgenocs adequados que
poderdo encontrar utilidade na presente invencdo incluem,
mas ndo se limitam a, alérgenos dos pdlens, pélos dos
animais, gramineas, bolcr, pds, antibidéticocs, veneno da
picada de insectos e uma variedade de alérgenos ambientais,
alimentares e medicamentosos. e 0s alérgenos comuns das
arvores incluem os pdlens da planta do algoddo, A&rvores
populares, freixo, Dbétolas, acér, carvalho, ulmeiro,
nogueira e nogueira-pecd; alérgenos vegetais comuns incluem
aqueles do centeio, da tasna, da tanchagem, das azedas e da
erva formigueira; alérgenos de contacto incluem agqueles do
carvalho venenoso, hera venenosa e urtiga; alérgenos
cereais comuns incluem alérgencos de rabo-de-gato, erva-do-
gado, grama-das-boticas, festuca e poa; 0s alérgenos comuns
podem igualmente ser obtidos do bolor ou fungos tais como
Alternaria, Fusarium, Hormodendrum, Aspergillus,
Micropolyspora, Mucor e actinomicetos termofilicos;
penicilina e tetracilina sdo alérgenos antibidticos comuns;
alérgenos epidérmicos podem ser obtidos do pd doméstico ou
organico (normalmente de origem fungica), de insectos tais
como acaros da casa (dermatphagoides pterosinyssis), ou de
fonte animal tais como penas, pélc de cédo e de gato;

alérgenos alimentares comuns incluem o leite e o queiijo
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(lacticineos), ovos, trigo, frutos secos (por exemplo, O
amendoim), marisco (por exemplo, crustaceos), ervilha,
feijdo e alérgenos de gluten; alérgenos de medicamentos
comuns incluem alérgenos de anestésicos e salicilatos
locais; alérgenos de antibidéticos incluem penicilina e
alérgenos de sulfonamida; e os alérgenos comuns de insectos
incluem abelha, vespa e veneno de formiga e alérgenos de
cadlices de barata. 0s alérgenos particularmente bem
caracterizados incluem, mas ndo se limitam a, epitopos
principais e cripticos do alérgeno Der 1 p (Hoyne e tal.
(1994) Immunology 83190-195), fosfolipase de veneno de
abelha AZ (PLA) (Akdis et al. (1996) J. Clin. Invest. 98:
1676-1683), alérgeno do pdlen de bétula Bet v 1 (Bauer et
al. (1997) Clin. Exp. Immuncl. 107: 536-541), e o alérgeno
graminia recombinante multi-epitdpico rKBG8.3 (Cao et al.

(1997) Imunologia 90: 46-51).

Estes e outros alérgenos adequados encontram-se
comercialmente disponiveis e/ou podem ser prontamente

preparados seguindo técnicas conhecidas.

A sequéncia codificadora para um antigénio de interesse
pode ser obtida e/cu preparada utilizando métodos
conhecidos. Por exemplo, preparagdes de antigénios
substancialmente puras podem ser obtidas utilizando
ferramentas da biologia molecular padrao. Isto &,
sequéncias polinucledtidas codificadoras dos antigénios
acima descritos podem ser obtidas wutilizando métodos
recombinantes, tais como pesquisa de bibliotecas de ADNc e
bibliotecas gendmicas de células que expressam o gene, ou
através da derivagdo de genes a partir de um vector
conhecido gque inclua o mesmo. Além disso, a sequéncia

desejada pode ser isolada directametne de células e tecidos
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gue contém o mesmo, utilizando técnicas modelo, tais como
extracgdo de fenol e PCR de ADNc ou ADN gendémico. Ver, por
exemplo, Sambrook et al., supra, para uma descrigcao das
técnicas utilizadas para obter e isolar ADN. As sequéncias
polinucledétidas também podem ser produzidas sinteticamente,

em vez de por clonagem.

Ainda outro método conveniente para isolar moléculas
especificas de 4&cido nucleico ¢é através de reacgdo em
cadeia da polimerase (PCR). Mullis et al. (1987) Métodos
Enzimaticos 155: 335-350. A técnica utiliza polimerase de
ADN, normalmente uma polimerase de ADN termoestavel, para
replicar uma regido desejada de ADN. A regido de ADN a ser
replicada é identificada por oligonucledtidos de seguéncia
especificada, complementarmente para duas extremidades
opostas e cadeias opostas do ADN desejado para iniciar a
reacgcdao de replicacdo. O produto da primeira fase de
replicagdo ¢ ele proprio um modelo para a replicagdo
subsequente. Deste modo, ciclos sucessivos repetidos de
replicagdo resultam numa amplificagdo geométrica do

fragmento de ADN delimitado pelo par iniciador utilizado.

Uma vez obtida a sequéncia codificadora especifica de
interesse, esta pode ser operacionalmente ligada a
elementos de controlo apropriados para providenciar uma
molécula de 4&cido nucleico gque possa ser expressada
utilizando técnicas padrdo de <clonagem ou de biologia
molecular Ver, por exemplo, Edge (1981) Nature 292: 756;
Nambair et al. (1984) Science 223: 1299; e Jay et al.
(1984) J Biol Chem, 259: 6311. A molécula de acido nucleico
pode ser entdo utilizada per se ou apenas como simplesmente
inserida num vector adequado tal como um plasmideo de

expressdo ou construcdo de vector viral.
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Assim, as moléculas de &cido nucleico da presente
invengdo incluem, normalmente, uma sequéncia promotora
homologa ou heterogénea e outras sequéncias de controlo
apropriadas. Estas outras sequéncias de controlo podem
incluir uma sequéncia iniciadora ou terminal de traducgdo
(por exemplo, GCCACCATGG ou GCCCCCATGG) e/ou um coddo de
paragem traducional (por exemplo, TAA, TAG ou TGA) e/ou um
sinal de poliadenilagdo e/ou um local de pausa ARN. Além
disso, podem também estar presentes sequéncias
intensificadoras nativas ou heterdlogas para a sequéncia
promotora. Uma vez construidas, as moléculas de 4acido
nucleico podem ser administradas utilizando protocolos
modelo de administra¢do de  genes. Os métodos de
administracdo de genes sado conhecidos na arte. Ver, por
exemplo, Patente Norte-americana N°s b5,399,346,5,580,859,
5,589,466. 0s genes podem ser administrados directamente
para um individuo ou, alternativamente, administrados ex
vivo, para células derivadas de um sujeito e células

reimplantadas no sujeito.
Adjuvantes

0O segundo componente das composigdes novas da presente
invengdo é o componente adjuvante que pode incluir qualquer
adjuvante adequado ou combinagcdo de adjuvantes. Por
exemplo, os adjuvantes adequados incluem, sem limitacdo,
adjuvantes formados de sal de aluminio (alumen), tais como
hidréxido de aluminio, fosfato de aluminio, sulfato de
aluminio, etc; formulacdes de emulsdo de d6lec em 4agua e
agua em 6leo, tais como Adjuvante Completo de Freund (CFA)
e Adjuvante Incompleto de Freund (IFA); géis minerais;
copolimeros em Dbloco; amino-lipido Avridine™; SEAM62;

adjuvantes formados a partir de componentes de paredes
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celulares bacterianas, tais como adjuvantes que incluem
lipopolissacaridos (per exemplo, lipido 2 ou 1lipido
monofosforilo A (MPL), Imoto et. al (1985) Tet. Lett. 26

1545-1548), dimicolato trealose (TDM) e esqueleto da parede
celular (CWS); proteina de choque térmico ou derivados dos
mesmos; adjuvantes derivados de toxinas bacterianas de ADP-
ribosilacdo, incluindo a toxina da difteria (DT), toxina da
pertussis (PT), toxina da cdlera (CT), a toxina de E. coli
sensivel ao calor (LT1 e LT2), Endotoxina A de Pseudomonas,
exotoxina S. de Pseudomonas, exoenzimas B. cereus, toxina
B. sphaericus, toxinas C. botulinum C2 e C3, enzoenzima C.
limosum, assim como toxinas de C. perfringenes , C.
spiriforma e C. difficile, Estafilococos aureus EDIN, e
toxinas mutantes bacterianas de ADP- ribosilacdo tais como
CRM, 97, uma toxina mnutante da difteria ndo toxica (ver,
por exemplo, Bixler et al. (1989) Adv. Exp. Med. Biol. 251:
175; e Constantinc et al. (1992) Vaccine) ; adjuvantes
saponinos tais como Quil A (Patente Norte-americana N°
5,057,540), ou particulas geradas de sapoinas tais como
ISCOMs (complexos imuno-estimulantes); quimioquinas e
citoquinas, tais como interleuquinas (por exemplo, IL-1,
IL-2, I1L-4, IL-5, IL-o0, IL-7, IL-8, IL-12, etc.),
interferdes (por exemnplo interferao gama) , factor
estimulante da coldénia de macrdéfagos (M-CSF), factor da
necrose do tumor (TNF), defensinas 1 ou 2, RANTES, MIPl-a e
MIP-2, etc; muramil peptideos tais como N-acetil-muramil-L-
treonil-D-isoglutamina (thr-MDP), N-acetil-normuramil-TL-
alanil-D-isoglutamina (nor-MDP), N-acetilmuramil-L-alanil-
D-isoglutaminil-L-alanina-2- (l1'-2'-dipalmitoil-sn-glicero-
3-hidroxi-fosforil)-etilamina (MTP-PE) ete.; adjuvantes

derivados da familia CpG de moléculas, dinoclecotidos CpG e
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oligonucleotidos sintéticos que abrangem os motivos CpG
(ver, por exemplo, Krieg et al. Nature (1995) 374: 546;
Medzhitov et al. (1997) Curr. Opin. Immunol. 9: 4-9; e

Davis et al.

J Immune (1998) 160: 870-876) tais como
TCCATGACGTTCCTGATGCT e ATC C. exoenzima limosum
GACTCTCGAGCGTICIC; e adjuvantes sintéticos tails como PCPP
(Poli [di (carboxilatofenoxi) fosfazene) (Payne et al.
Vaccines (1998) 16 : 92-98). Estes adjuvantes encontram-se
comercialmente  disponiveis junto de uma série de
distribuidores tais Como Accurate Chemicals; Ribi

Immunechemicals, Hamilton, MT; GIBCO; Sigma, St. Louis, MO.

Os adjuvantes preferidos para utilizag¢do na presente
invencdo sdo aqueles que sao, pelo menos, soluvels em
etanocl. Uma classe de adjuvantes particularmente preferida
para utilizagdo nesta inven¢gao sdo o0s classificados como
“saponinas”, isto €, com origem em plantas que produzem
saponina do género Quillaja, Saponaria, ou Gipsofila. As
saponinas sdo produtos glicosidicos de plantas naturais,
compostos por uma estrutura em anel (a aglicona) aoc qual é
anexa uma ou mais cadeias de ag¢lcar. A aglicona pode ser um
asteroide, triterpendide cu um esterol alcaldide e o numero
de acgucares ligados as ligagbes glicosidicas pode variar
bastante. As saponinas mais comuns utilizadas como
adjuvantes farmacéuticos sdo os glicosidos triterpenos
extraidos da arvore da América do Sul sapondria Quillaija e
sdo referidas como Quil A (ver, por exemplo Patente Norte-
americana Nos. 5,688,722; 5.057,540; e 4,432,969; e
Publicacdo Internacional N° 88/09336, publicada a 1 de

Dezembro de 1988), componente activo com o termo QS5-21.
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Cutro adjuvante preferido ¢é o andlogo dipeptideo
muramil com a terminologia “GMTP-N-DPG” (N-
acetilglucosaminil-N-acetilmuramil-L-alanil-D-isoglutamil-
L-alanil-dipalmitoilpropilamida). Ver Fast et al. (1997)
Vaccine 15: 1748-1752.

Na presente invencdo, existem varios adjuvantes que sdo
considerados preferidos para utilizag¢do no adjuvante de
alteracdo imunitédria. O atributo critico de tal adjuvante ¢é
que este tende a redireccionar a resposta imunitdria
desencadeada numa direccéo particular desejada
relativamente a utilizac&o do ADN codificador do antigénio
por ele préprio. E particularmente desejdvel se o adjuvante
tiver esta caracteristica de direccionar ou mudar a
resposta imunitédria em relagdo a uma resposta Thl como
oposta a uma resposta Th2. Considerando gque todas as
respostas a um antigénic sdoc complexas, € muitas se nédo
todas as respostas imunitarias envolvem elementos tanto da
resposta Thl como da resposta Th2, ndo é pratico procurar
um redireccionamento total de resposta. Como alternativa, o
gue ¢ contemplado ¢ uma mudanga relativa do tipo de
resposta imunitéaria, por exemplo, utilizando um adjuvante
gue 1intensifique uma resposta do tipo Thl. Por exemplo,
onde se descobriu que um antigénio particular produz uma
resposta predominantemente ThZ, mas o resultado mais
desejavel é uma resposta Thl, entdo uma mudanca na direccgdo
de Thl ird apresentar uma eficdcia clinica maior da vacina.
Um adjuvante de alteragdo imunitdria, tal como aqui
descrito, poderd ou ndo resultar em qualgquer aumento na
resposta imunitaria guantitativa total no individuo, que é
0 resultado normalmente esperado para incorporacdo de

adjuvantes nas vacinas.
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Alternativamente, ©pretende-se que o adjuvante de
alteracao imunitdria mude ou redireccione a natureza ou
gualidade da resposta d1munitaria, mais do que a sua

magnitude ou quantidade.

Um exemplc de adjuvante de alteragdo imunitaria que
favoreca respostas Thl é o lipido A moncfosforilo, ou MPL
disponivel em Ribi Immunochemical Research Inc. Um exemplo
de um adjuvante de alteragdo imunitdria que favorega a
resposta ThZz ¢é & wvitamina D3 di-hidroxi 1,25. Outros
adjuvantes de mudanca imunitdria possiveis incluem PPD, uma
proteina purificada derivada do Bacillus Calmette Guérin
(BCG), dimicolato trealose e esqueleto da parede celular

micobacteriana.

O adjuvante poderd estar presente nas composicdes
instanténeas individualmente ou numa combinagdo de dois ou
mais adjuvantes. Neste contexto, o0s adjuvantes combinados
poderdo ter um efeito aditivo ou sinergético na promogdo ou
mudanca de uma resposta imunitdria. Um efeitc sinergético é
0 efeito em que o resultadc obtido por se combinar dois ou
mais adjuvantes é maior do gque se esperaria ao se adicionar
simplesmente o resultado obtido a cada adjuvante gquando

administrado individualmente.

Infelizmente, a maior parte dos adjuvantes acima
referidos s&o conhecidos por serem altamente téxicos e, por
conseguinte, sdc normalmente considerados demasiado tdxicos
para utilizag¢do no ser humano. Por este motivo, o unico
adjuvante actualmente aprovado para utilizacdo no ser
humano ¢ o alumen, composicdc de sal de aluminio. No
entanto, alguns dos adjuvantes acima sdo utilizados em

animais e, deste modo, apropriados para intmeros individuos
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pretendidos, e muitos destes estdo a ser sujeitos a estudos
pré-clinicos e clinicos para utilizagdo no ser humano. No
entanto, descobriu-se que 0s adjuvantes normalmente
considerados demasiado tdéxicos para utilizacdo no ser
humano podem ser administrados com uma técnica de injecgdo
em pd (tal como a técnica de transporte mediada por
particulas aqui wutilizada) sem problemas de toxicidade
concomitantes. Sem ligagdo a uma teoria particular, parece
gue o transporte de quantidades pequenas de adjuvantes na
pele permite a interaccdo com as células de Langerhans na
camada epildérmica e células dendriticas na camada
subcutédnea da pele. Estas c¢élulas sdo importantes na
iniciagdo e manutengdo de uma resposta imunitdria. Deste
modo, um efeito adjuvante intensificador pode ser obtido
pelo transporte no alvo nas ou na proximidade de tais
células. Mais ainda, o) transporte transdérmico de
adjuvantes na pratica da invencdoc poderd evitar problemas
de toxicidade considerando que (1) as camadas superiores da
pele sdoc pouco vascularizadas, o que faz com que a
guantidade do adjuvante que entra na circulacdo sistémica
seja reduzido, reduzido assim o efeito téxico; (2) as
células da pele estdo constantemente a ser mudadas, pelo
gue o adjuvante residual é eliminado em vez de absorvido; e
(3) uma quantidade de adjuvante substancialmente menor pode
ser administrada para produzir um efeito adjuvante
apropriado (comparativamente ao adjuvante que é
transportado por meio de técnicas convencionais tais como a

injecg¢do intramuscular).

Uma vez seleccionado, um ou mais adjuvantes podem ser
providenciados numa forma farmacéutica adequada para

administragdo parentérica, encontrando-se a preparacao
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destas formas dentro do contexto da técnica geral. Ver, por
exemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences (1990) Mack
Publishing Company, Easton, Penn., 182 edig¢ao. Em
alternativa, o adjuvante pode ser transmitido em forma de
particulas tal como abaixo descrito em detalhe. Of(s)
adjuvante (s) estardo presentes em formas farmacéuticas em
guantidade suficiente para produzir © efeito desejado, isto
¢, intensificar a resposta da mucosa contra o antigénio de
interesse co-administrado e/ou direccionar a resposta
imunitdria da mucosa contra o© antigénic de interesse.
Normalmente, cerca de 0,1 pg para 100 pg de adjuvante, de
preferéncia cerca de 1 ug para 500 pug de adjuvante, e ainda
preferencialmente 5 ng para 300 ug de adjuvante serdo
eficazes para intensificar uma resposta imunitdria de um

determinado antigénio.

Deste modo, por exemplo, para Quil A, doses de
aproximadamente 0,5 para 50 ng, de preferéncia 1 para 25
ug, € ainda preferencialmente entre 5 para 20 ug irdao
encontrar utilidade nos métodos aqui apresentados. Para
MPL, uma dose de aproximadamente 1 a 250 ug, de preferéncia
20 para 150 ng e ainda preferencialmente 40 para 75 ug iréo

encontrar utilidade nos métodos aqui apresentados.

As doses para outros adjuvantes podem prontamente ser
determinadas por um especialista na técnica através de
métodos de rotina. A quantidade a ser administrada
dependerd de um numero de factores incluindo o antigénio
co-—administrado, assim como a capacidade do adjuvante
actuar como estimulador de uma resposta imunitdria ou

actuar como um adjuvante de alteracdo imunitéaria.

Preparacdc das Composigdes
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Uma vez obtida, a molécula de 4cido nucleico
codificadora do antigénio de interesse e, na maioria das
concretizacdes, o adjuvante seleccionado pode ser formulado
conjuntamente como uma preparagdo farmacéutica unica. Em
outras concretizac¢des, o adjuvante pode ser preparado numa
forma farmaceuticamente aceitdvel, por exemplo, como uma
solucdo liquida ou suspensido (adequada para injecg¢do ou
administracdo tdépica) ou como um creme, emulsdo, pomada,
gel ou outra forma toépica farmaceuticamente aceitavel. Por
exemplo, a sequéncia codificadora de um antigénio e/ou o
adjuvante podem ser combinados com um ou mails excipientes
farmaceuticamente aceitdveis ou veiculo para providenciar
uma vacina, adjuvante ou composigido de adjuvante de wvacina
genética. Substancias auxiliares, tais como agentes
humectantes ou emulsificantes, substélncias tampdo do pH e
semelhantes, poderdo estar presentes no excipiente ou
veiculo. Estes excipientes, veiculos e substancias
auxiliares sdoc normalmente agentes farmacéuticos gque néo
induzem uma resposta imunitdria por eles préprios no
individuo que recebe a composicdoc e o0s quals podem ser
administrados sem toxicidade 1indevida. 0Os excipientes
farmaceuticamente aceitdveis incluem, mas ndo se limitam a,
liguidos tais como agua, S0T0 fisioldgico,
polietilenoglicol, &cido hialurdnico, glicerol e etanol. Os
sais farmaceuticamente aceitdveis podem ser aqui incluidos.
Por exemplo, sais de 4&cidos minerais como cloridratos,
bromidatos, fosfatos, sulfatos, etc.; e sals de 4&cidos
orgadnicos tais como acetatos, propionatos, malonatos,
benzoatos, etc. E aqui igualmente contemplada, embora nao
exigida, a possibilidade de a composigdo conter um suporte

farmaceuticamente aceitavel que serve como estabilizante,
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principalmente para 4acidos nucleico e/ou peptideos,
proteinas ou outros adjuvantes semelhantes. Exemplos de
condutores adegquados que também actuam como estabilizantes
de 4acidos nucleicos e peptideos incluem, sem se limitarem
a, dextrose, sucrose, lactose, trealose, manitcl, sorbitol,
incsitol, dextran e semelhantes de gualidade farmacéutica.
Outros condutores adequados 1incluem, igualmente sem se
limitarem a, amido, celulose, fosfatos de sédio ou calcio,
acido citrico, &cido tartarico, glicina, polietilenoglicédis
de elevado peso molecular (PEGs) e combinag¢bes dos mesmos.
Uma discussdo minuciosa sobre excipientes, condutores,
estabilizantes e outras substancias auxiliares
farmaceuticamente aceitdveis encontra-se disponivel em
REMINGTON'S PHARMACEUTICAL SCIENCES (Mack Pub Co., N. J.

1991), aqui incluida por referéncia.

Uma vez que se pretende que as composicdes de vacinas
da presente invengdo sejam transportadas para as células
presentes num local alvo, o transporte mediado por
particulas é, na pratica da invencgdo, o método preferido

para administrar as composigdes.

Consequentemente, as moléculas de Acide nucleico e/ou
adjuvantes podem ser revestidas em particulas de suporte
nuclear apropriadas para o transporte intracelular, por

exemplo, ouro ou tungsténio.

Os métodos mediados por particulas para transporte de
preparac¢des de vacinas sdoc conhecidos na técnica. Mais
especificamente, uma vez preparadas e devidamente
purificadas, as moléculas de &acido nucleico codificadoras
de antigénios e/ou adjuvantes podem ser revestidas em

particulas de suporte nuclear (por exemplo, condutores de
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suporte balistico) wutilizando uma série de técnicas
conhecidas na técnica. As particulas de suporte sao
seleccionadas a partir de materials que possuem uma
densidade adequada relativamente a dimensdo das particulas,
normalmente utilizadas para transporte intracelular a
partir de um dispositivec de pistola de genes. O tamanho
Optimo do condutor da particula ird, certamente, depender

do diametro das células alvo.

0O transporte por meio de técnicas mediadas por

particulas é o preferido por diversas razdes.

Uma razdo mnmuito importante ¢é que esta técnica para
transporte de genes em mamiferos tem mostrado ter o mesmo
nivel de eficicia em todos os sistemas mamiferos testados
até a data. O significado deste facto é que os dados para
os modelos animais sdo aplicaveis e transferiveis mais
directamente no tratamento do ser humano do que é possivel
com outras técnicas, tais como transporte intramuscular de
gene, o qual mostrou uma eficdcia dramaticamente diferente
em roedores. Os dispositivos de transporte mediados por
particulas aceleram normalmente o material genético dentro
do animal através da utilizacdo de uma forca propulsiva
ajustavel, seja uma descarga de faisca eléctrica ou uma
descarga de gés comprimido, deste modo tornando possivel
seleccionar facilmente os tecidos alvo para 0s quals serdo

transportadas as composicdes de vacinas de Adcido nucleico.

De acordo com as técnicas de transporte mediadas por
particulas, o material genético a ser transportado pode ser
preparado em solu¢do aquosa e posteriormente precipitado
para de pequenas particulas de suporte de nucleo

biologicamente  inertes. Pode ser utilizada qualquer
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particula condutora adequada, por exemplo, particulas
formadas a partir d polimeros ou metais (por exemplo,
tunsténio, ouro, ©platina e iridio); no entanto, as
preferidas sdc as particulas de suporte de tungsténic e
ouro. As particulas de tungsténio encontram-se disponiveis
em tamanhos médios de 0,5 para 2,0 um de didmetro. Embora
estas particulas tenham uma densidade 4ptima para
utilizacdo em métodos de transporte mediados por particulas
e permitam um revestimento altamente eficaz com ADN, o
tungsténio poderé ser potencialmente tdxico para
determinados tipos de células. Particulas de ouro micro-
cristalino (por exemplo, pd de ourc Al570, disponivel em
Engelhard Corp., East Newark, NJ) irdc também encontrar
utilidade nos métodos aqui descritos. As particulas de ouro
proporcionam uniformidade no tamanho (disponivel em Alpha
Chemicals em tamanhos de particulas 1 a 3 um, ou
disponiveis em Degussa, South Plainfield, NJ em que a média
de tamanho das particulas inclui 0,95 um) e toxicidade
reduzida. 0 ouro microcristalino proporciona uma
distribuicdo diversa do tamanho das particulas, normalmente
numa média de 0,5-5 um. No entanto, a 4rea superficial
irregular do ouro microcristalino fornece revestimentos
altamente eficazes com A4cidos nucleicos, antigénios e
adjuvantes. A particula de ouro com tamanho normal de
aproximadamente 0,1 pum a aproximadamente 10 um pode ser

aqui utilizada.

E conhecida uma série de métodos, os quais foram aqui
descritos para revestimento e precipita¢do de ADN ou ARN em
particulas de ocuro ou tungsténio. Estes métodos combinam
normalmente uma quantidade pré-determinada de ouro ou

tungsténio com ADN plasmidec, CaCl, e -espermidina. A



45

solugcdo dail resultante é agitada continuamente com voértica
durante o procedimento de revestimento para assegurar
uniformidade da mistura de reaccdo. Apds precipitacdo do
dcido nucleico, as particulas revestidas ©podem ser
transferidas para membranas adequadas e deixadas secar
antes da utilizacdo, podem ser revestidas em superficies de
um médulo de amostra, cartucho ou cassete, ou carregadas
numa cassete de transporte para utilizagdo em dispositivos
de transporte mediado por particulas (por exemplo,

dispositivo de pistcla de genes).

Os adjuvantes peptideos podem ser juntos no mesmo
fornecimento ou num fornecimento diferente das particulas
de suporte nuclear ao se misturarem simplesmente os dois
componentes numa taxa empiricamente determinada, —por
precipitag¢do de sulfato de amdénio ou outros métodos
solventes de precipitacdc familiares para 0s especialistas
nesta técnica, ou através da acoplagem quimica do peptideo
para a particula condutora. A acoplagem dos residuos L-
cisteina ao ouro foi Jja& anteriormente descrita (Brown e
tal. (1980) Chemical Society Reviews 9 : 271-311). Outros
métodos incluem, por exemplo, dissolver o peptidec em
etanol absoluto, 4&gua ou numa mistura de A4alcool/4agua,
adicionando a solugdo a uma quantidade de particulas de
suporte e depols secar a mistura debaixo de uma corrente de

ar ou gés azoto enquanto se misturam.

Alternativamente, o©0s peptidecs podem ser secos em
particulas de suporte através da centrifugacdo em vacuo.
Uma vez  secas, as particulas revestidas podem ser
suspendidas de novo num solvente adequado (por exemplo,

acetato de etilo ou acetona) e trituradas (por exemplo, por
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sonificacgao) para proporcionar uma suspensao

substancialmente uniforme.

Numa concretizacdo, a invencdo inclui a utilizacao de
um adjuvante MPL numa composig¢do de vacina genética, sendo
o MPL uma molécula 1lipidica complexa, Enquanto alguns
compostos podem ser simplesmente misturados numa preparacdo
de acido nucleico aguosc (por exemplo, ADN) antes do
respectivo revestimento nas particulas de suporte, e
enquanto tal pode funcionar no caso de MPL, MPL ou outros
compostos soluveis em etanol podem simplesmente @ ser
adicionados a solug&o de etanol que é normalmente utilizada

para suspender as particulas de ouro revestidas de ADN.

Ainda assim, o etanol ¢é por fim evaporado das
particulas de ouroc revestidas de ADN, ficando apenas o
adjuvante (por exemplo, MPL que ndo é volédtil) necesséario
apbs evaporacgdo. Estas mesmas técnicas gerais podem ser
utilizadas com outras classes de materiais bioldgicos no
processo de transporte genético mediado por particulas,
tais como adjuvantes formados a partir de hormonas néao

proteinas, vitaminas ou andlogos das mesmas.

Embora seja conveniente  preparar previamente o]
adjuvante com o ADN nas particulas de suporte, foi
descoberto igualmente que o adjuvante pode ser eficaz mesmo
se transportado separadamente do material genético. Por
exemplo, no transporte epidérmico por meio de técnica
mediada por particulas, o adijuvante pode simplesmente ser
aplicado topicamente na &area a ser tratada com a vacina
genética. Desconhece-se se as particulas transportam o
adjuvante para o local de expressaoc do gene ou Sse 0

adjuvante é eficaz por simplesmente difundir para o local
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de transporte do gene. Para o transporte de genes mediados
por particulas, a diferenca ndo é critica. O adjuvante pode
ser transportado com o0s genes ou aplicado separadamente

topicamente, por exemplo por meio de compressa.

As técnicas de transporte mediadas por particulas
permitem que as composi¢lBes da vacina sejam direccionadas
para um tipo ou categoria de tecido alvo no corpo. No
entanto, ¢é mals conveniente transportar particulas de

suporte que transportem ADN para a epiderme.

Convenientemente, a epiderme tem provado ser um local
particularmente desejado para o transporte de vacinas de
ADN. Foi Jj& demonstrado que uma resposta imunitaria
quantitativamente superior a uma vacina genética pode ser
desencadeada na epiderme comparativamente a outros tecidos
alvo possiveis, A  resposta imunitdria  vigorosa
desencadeada no transporte do gene na epiderme pode dever-
se as células imunitéarias, tals como as células de
Langerhans ou outras células apresentadoras de antigénios,
as quais transfundem regularmente na camada epidérmica da

pele em busca de alvos antigénicos.

Consequentemente, a seguir a sua formacdao, as
particulas de suporte revestidas com antigénio e/ou
preparacdes adjuvantes sdo transportadas para o local alvo
na pele utilizando wuma técnica de transporte mediado por
particulas. Alguns dispositivos de aceleracdo de particulas
adequados para transporte mediado por particulas sé&o
conhecidos na técnica e sdo todos adequados na pratica da
inven¢do. O design dos dispositivos actuais empregam uma
descarga explosiva, eléctrica ou gasosa para impelir as

particulas de suporte revestidas no sentido das células
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alvo. As particulas de suporte revestidas podem por si ser
juntas de forma amovivel a uma folha condutora mével ou
juntas de modo amovivel a uma superficie ao longo da qual
passa uma corrente de gds, elevando as particulas da
superficie e acelerando-as no sentido do alvo. Um exemplo
de dispositivo de descarga gasosa ¢ descrito na Patente
Norte-americana N° 5,204,253. Um dispositivo do tipo
explosivo € descrito na Patente Norte-americana N°
4,945,050. Um exemplo de um aparelho de aceleragao de
descarga de particulas a hélio é o instrumento PowderJects
XR (PowderJect Vaccines, Inc., Madison), WI, o qual ¢

descrito na patente

Norte-americana N°. 5,120,657. Um aparelho de descarga
eléctrica adequado ©para wutilizacdo nesta invencao é
descrito na Patente Norte-americana N°¢ 5,149,655. A
divulgacdo de todas estas patentes ¢ aqui incluida por

referéncia.

Dosagens Unicas de particulas de supcrte revestidas
podem ser fornecidas num contentor adequado. Por exemplo,
num cartucho que inclua um tro¢o de tubos que contenha uma
dose de particulas revestidas numa superficie interior dos
mesmes. 0s métodos para preparagdo de tais contentores sdo

descritos nas Patentes normalmente detidas pelos E.U Nos.

5,733,600 e 5,780,100, cuja divulgacdo é agqui incluida

por referéncia.

As composigdes das particulas ou particulas revestidas
sdo administradas ao individuo numa forma compativel com a
formulagdo da dosagem e em quantidade que serd eficaz para
os efeitos da invencdo. A quantidade da composig¢do a ser

transportada (por exemplo, aproximadamente 0,01 pg para 10
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mg, de preferéncia 1 para 50 pug da sequéncia de antigénio,
depende do individuo a ser testado e do(s) antigénio(s)
especifico(s) ou alergénio(s) a ser administrados. A
gquantidade necessdria exacta ira variar dependendo da idade
e condigbes gerais do individuo a ser tratado e uma
guantidade apropriada eficaz pode ser determinada
prontamente por um especialista na técnica ao ler a

especificacdo actual.
Programas de Administracdo e Dosagem

As composigdes de vacinas (que contém a sequéncia
codificadora do antigénio e/ou adjuvante) sdo administradas
ao individuo de modo compativel com a formulacdo da dosagem
e em quantidade eficaz para provocar a resposta imunitéria
desejavel da mucosa. A quantidade do antigénio a ser
transportado por administragdo é normalmente, no caso das
moléculas de acido nucleico codificadoras de um antigénio,
0,001 upg para 10 mg, de preferéncia 0,01 para 5000 ug de
molécula de acido nucleico por dose (normalmente cerca de
0.5 ug/kg para 100 ug/kg de molécula de &cido nucleico por
dose). A quantidade exacta ira, certamente, depender tanto
do sujeito como da condicdo a ser tratada ou prevenida.
Mais especificamente, a quantidade exacta necessaria iréa
variar dependendo da idade e condig¢des gerais do individuo
e do antigénio e/ou adjuvante particular, assim como de
outros factores. Uma quantidade eficaz apropriada pode ser
prontamente determinada por um especialista na arte ao ler
a especificagdo actual e/ou ser determinada através de

experiéncias de rotina.

O tratamento da dosagem poderd ser um programa de

dosagem Unico ou um programa de dosagem multipla.
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Para as composicdes de vacinas, um programa de dose
miltipla implica um curso inicial de vacinag¢do que podera
realizar-se com 1 a 10 doses separadas de outras doses
administradas em intervalos de  tempo subsequentes,
escolhidas para se manter e/ou reforgar a resposta
imunitédria, por exemplo em 1 a 4 meses para uma segunda
dose e se necessario, dose(s) subsequente(s) apds alguns
meses. O regime de dosagem ird igualmente, pelo menos em
parte, ser determinado pela necessidade do individuo e

depender da opinidoc do médico.

Além disso, se se pretender a prevencdo da doenga, as
composi¢des sdo normalmente administradas antes da infeccdo
primaria com o agente patogénico de interesse. Caso se
pretenda o tratamento, por exemplo, a reducdo dos sintomas
ou recorréncias, as composicdes 530 normalmente

administradas apd¢s a primeira infeccédo.
C. Exemplos

Os exemplos abaixo sdo concretizacdes especificas para
o desenvolvimento desta invencgdo. Os exemplos tém um efeito
ilustrativo apenas e ndo se pretende, de forma alguma, gue

os mesmos limitem o ambito da presente invencéo.

Foram feitos esforgos para assegurar a exactiddo dos
numeros utilizados (por exemplo, quantidades, temperaturas,
etc.) mas poder-se-a eventualmente permitir alguma falha

experimental ou desvio.
Exemplo 1

Redireccionamento de uma Resposta Imunitaria a CEA

utilizando uma Técnica de Transporte Mediado por Particulas
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De modo a demonstrar a influéncia do adjuvante MPL na
resposta imunitédria para uma vacina de ADN virgem, foi
desenvolvido o seguinte estudo. O adjuvante e a molécula de
acido nucleico que contém a sequéncia codificadora de um
antigénio de interesse foram co-administrados através do
transporte mediado por particulas utilizando uma pistola de

genes.

0 antigénio particular utilizado para este exemplo foi
0o antigénio embriondrio do carcinoma humano (“CEA"),
antigénio do tumor humano normalmente usado em experiéncias
de investigacdo de tratamentos terapéuticos do cancro.
Trabalhos anteriores revelaram que quando um  gene
codificador de CEA foi transportado por um transporte
mediado por particulas nos ratos, uma resposta imunitaria
do tipo Th2 foi a dominante, tal como indicado por uma
predomindncia do IgGl no soro do titulo de anticorpos no
soro do animal. Sem um adjuvante, os anticorpos especificos
do CEA tipo Th2 (IgGl) sdoc detectados em niveis vinte vezes
superiores aos niveis dos anticorpos especificos do CEA
tipo Thl em ratinhos Balb/c (gG2a). O trabalho aqui
desenvolvido foil utilizado para demonstrar que a resposta
imunitédria ThZ poderia ser redireccionada no sentido de uma
reposta Thl através da wutilizacdo de um adjuvante de

alteragdo imunitaria.

Para este protocolo, foi utilizada uma construcdo de
plasmideo que continha uma regido codificadora para o
antigénio CEA sob o controlo do promotor imediatamente
anterior ao citomegalovirus (CMV) com o intrdo CMV A entre
0 promotor e a regido codificadora. Para se formar a
composigdo 64 ug do plasmideo, o qual foi designado

WRG7083, em 120 uL de a&agua foram adicionados a 32
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miligramas de esferas de ouro de 0,9 micrones num tubo
Eppendorf, idisto ¢, 2 ug ADN/mg de ouro. Depois, foram
adicionados 13,5 nl de soclucdo de acetato de aménio e 135
uL de isopropancl e o tubo foli agitado brevemente em

vortex.

A mistura foil incubada por 15 minutos a -20 °C para
precipitar © ADN no ouro. As esferas revestidas com ADN
foram peletizadas por uma rotagdo de dez segundos e foram
retirados os sobrenadantes. Os pellets de ouro/ADN foram
lavados quatro vezes por agitacdo em vértex em 1 mL de
etanol, microfuging dez segundos e o0s sobrenadantes foram
removidos. Apds a lavagem final, as particulas de suporte
de ouro revestido de ADN foram ressuspensas em 1,14 mL de
etanol, de modo a gque cada 250 uL de suspensdo de etanol
contivesse Tmg de particulas de suporte de ouro com 2 g de

ADN por mg de ouro.

Separadamente, foli preparada uma solucdo de lmg/mL de
MPL em etanol a qual foi utilizada como uma solugdo mde de
MPL. Cada uma das seguintes solu¢des fol entdo preparada:
Suspensdo da particula de suporte (0 MPL)-250 pL, 750 pL de

etancl adicional e 0 pL de solucdo mde de MPL.

Suspensdo da particula de suporte (0,05 mg MPL)-250
L, 750 uplL de etanol adicional e 50 ulL de solucgdo mée de
MPL.

Suspensédo da particula de suporte (0,2 mg MPL)-250 ulL,

750 pL de etanol adicional e 200 pL de solu¢do mde de MPL.

Suspensido da particula de suporte (0,5 mg MPL)-250 ulL,

750 pL de etanol adicional e 500 plL de solugdo mde de MPL.
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Suspensédo da particula de suporte (1 mg/mL MPL)-250 uL
com etanol removido por meio de centrifugagdo e substituido

por solugdo mde de MPL.

Cada preparagdo fol sonificada durante dez segundos num
banho com sonda ultrassénica para criar uma suspensdao de

particulas de suporte de ouro uniforme no etanol.

A transferéncia mediada por particulas aqui descrita
fol desenvolvida utilizando um instrumento de transporte de
genes potenciado por gas comprimido. Este instrumento foi
obtido Jjunto da Agracetus, Inc. e denominado como
dispesitivo  ACCELL. 0 mesmo instrumento  pode ser
actualmente obtido Jjunto da PowderJect Vaccines, Inc. e é
denominado dispositivo PowderJect XR . Este género vulgar
do instrumento, © qual é descrito no pedido de patente PCT
PCT/US95/00780 e Patente Norte-americana Nos. 5,865,796 e
5,584,807, as divulgacdes sobre as quais sdo agui incluidas
por referéncia, ¢ construido de forma a que as particulas
de suporte revestidas de ADN sejam colocadas, ou revestidas
no interior do condutor cilindrico de particulas. Para este
conductor, foram utilizadas secgdes cilindricas de tubos de
TefzelTM . Ao se utilizar uma seringa equipada com um
adaptador preparado para este efeito, as suspensdes acima
indicadas foram, cada uma, tragadas para um tubo de
TefzelTM de 30 polegada de comprimento, um milimetro (7 mg
de particulas de ouro revestidas de ADN) de cada suspensdo
enchendo 7 polegadas de comprimento do tubo, produzindo uma
distribuicdo nominal de 1 mg de particulas de suporte de
ouro revestido de ADN, com ou sem MPL, por polegada de
tubo. O tubo foi transferido para um sistema que mantinha o

tubo numa configura¢doc linear horizontal.
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Apds se ter permitido que as particulas de suporte
tivessem um momento para assentar visivelmente, © excesso
de etanol foi drenado do tubo através de uma ponta, e este
fol rodado durante trinta segundos de modo a distribuir as
particulas de suporte de modo uniforme no interior do tubo
cilindrico. O etanol residual foi entdo removido passando
azoto pelo tubo durante trés minutos. O tubo fol cortado em
seccbes, cada uma com 2 polegadas de comprimento. Cada
secc¢do do tubo foi utilizada como uma carga de dose para o
dispositivo de aceleracgdo, o qual libertou um Jjacto de gés
de hélio comprimido através do interior das secg¢des do tubo
para agarrar as particulas de suporte do tubc e transportd-

las no sentido do individuo experimental.

Os animais modelo foram ratinhos Balb/c com seis a oito
semanas de idade (Harlan/Sprague/Dawley, Indianapolis
Indiana), o0s quais foram anestesiados e tinham o pelo do
abdémen cortado. Em cada dos deois locais adjacentes no
abdémen de cada animal, foil transportada uma dose uUnica de
particulas de suporte revestidas de ADN para a epiderme por
meio de uma carga de hélio com uma pressdoc de 400 psi.
Deste modo, cada local recebeu 1ug de ADN em 0,5 mg de
particulas de suporte de ouro, com quantidades variaveis de

MPL e cada animal tinha dois locais.

Numa experiéncia paralela, a solug¢do mide de MPL foi
aplicada directamente na pele dos locais em tratamento no
animal, passando com cotonete antes do transporte dos
genes. Esta experiéncia foli feita por passagem de um
cotonete do abdémen do animal com um aplicador de algodao
mergulhado na solucdo mde de MPL, apds O que se permitiu

que o etanol evaporasse durante dez segundos antes do
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transporte das particulas de suporte revestidas de ADN numa

dosagem correspondente.

Quatro semanas antes do tratamento, foram obtidas
amostras de soro dos animais imunizados e dos anticorpos
especificos de CEA (IgG e IgG22Za) que foram quantificados
utilizando um kit ELISA da Southern Biotech. Apds
compara¢do com 0S8 1isotipos padrdo de imunocglobulina de
concentracgdes conhecidas, foi entdo desenvolvida a
gquantificacdo dos tipos de imunoglobulinas especificas de

CEA.

Os resultados do estudo encontram-se representados na
figura 1. Como se pode observar, o0s trés ratinhos sujeitos
a cada um dos niveis de dosagem do adjuvante da vacina
genética e o adjuvante encontram-se representados por uma
Unica barra no grafico. Na ponta esquerda do grafico, as
trés barras representam os animais que ndo receberam MPL
nas respectivas dosagens e as respostas imunitarias desses
animais, como se pode observar, foram predominantemente
tipo Th2, com uma média de 27,5 vezes mals anticorpos de
tipo IgGl em comparacdc com ©s anticorpos de tipo IgGZa. A
maior modificacdo na natureza da resposta imunoldgica nos
animais tratados verificou-se a uma velocidade de 0,2 mg/mL
de MPL, enquanto a proporcdc de IgG para IgG2a tinha sido
reduzida para 4,5. Quando se passou MPL nos animais, Como
indicado nas barras a direita na figura 1, os resultados
eram comparaveis aos do método de transporte por pistola de
genes de 0,2 mg/mL, com uma proporgdo de IgGl para IgG2a de
cerca de 4,0. Outras dosagens de MPL revelaram varia¢do no
nivel de redireccionamento da resposta imunitaria, mas
revelaram nitidamente uma resposta IgG2a mais robusta do

gque a observada apenas com a vacina genética sem o
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adjuvante. 0s resultados demonstram que a utilizacdo do
adjuvante altera de facto a natureza da resposta
imunoclégica a wvacina genética, alterando a resposta em

favor de uma produgdo de anticorpos de tipo Thl.

Os estudos dos exemplos 2 a 5, descritos seguidamente,
foram executados ©para determinar o efeitc adjuvante
proporcionado por co-administrac¢do intracelular de varias
sequéncias codificadoras de antigénio com um adjuvante Quil
A. Em cada estudo, moléculas de ADN contendo sequéncias que
codificam antigénios virais foram combinadas com ©
adjuvante Quil A e revestidas sobre particulas de ouro para
proporcionar composicdes de exemplo de acordo com a
presente invenc¢do. As particulas revestidas foram
administradas a sujeitos animais e a capacidade das
composi¢gdes para desencadear respostas especificas dos
antigénios Thl, CTL e anticorpo foi comparada com a&
administragdo extracelular intradérmica ou subcuténea do
adjuvante Quil A imediatamente antes da administra¢cdo de
ADN. Em cada um dos estudos foram utilizadas as seguintes

técnicas gerais:

Revestimento das particulas de suporte nucleares:
Pesaram-se quantidades apropriadas de particulas de ouro
directamente em tubos Eppendorf de 1,5 mL. Adicionou-se 400
a 500 uL de espermidina0,05 M e fragmentou-se agregados de
ouro na solugdo de ouro/espermidina com um banho com sonda
ultrassénica durante 3 a 5 segundos. A solucdo mde de ADN,
contendo a molécula de plasmideo de ADN relevante foi
adicionada a solugdo de ouro/espermidina para resultar numa
carga de esfera de 2,0 ug de ADN/mg Au e o0s tubos foram
tapados e invertidos, depois agitados em vortex

rapidamente. Apds diminuir a velocidade do vértex e
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mantendo a agitacdo suavemenet, adicionou-se gota a gota um
volume de 10% de CaCl, a uma quantidade igual do volume de
espermidina adicionada ao ouro seco. Assim que se terminou
a adicdo da totalidade do volume de CaCl,, a solugdo
resultante fol agitada com vértes a alta velocidade durante
cerca de 5 segundos. Deixou-se entdo a solugdo precipitar a
temperatura ambiente, durante pelo menos 10 minutos.
Entretanto, formou-se uma solugdo mae de
polivinilpirrolidona (PVP)/etanol a uma concentragdo de
0,03 mg PVP/mL de EtOH. BApds precipitagdo durante dez
minutos, ©s tubos foram rapidamente centrifugados (10 a 15
segundos) para formar pellets com a totalidade do ouro. O
sobrenadante foi aspirado e os tubos foram depositados num
suporte para tubos Eppendorf para soltar o pellet de ouro.
Adicinou-se 800 pL de EtOH e os tubos foram invertidos
varias vezes para lavar o ouro revestido com ADN. Esta
etapa foi repetida por duas vezes, apds o gque o0s tubos
foram novamente centrifugados e o sobrenadante foir

aspirado.

As particulas de ouro revestidas com ADN lavadas foram
depols acrescentadas a solugdo mide de PVP e adicionou-se 50
rg de Quil A & solugdo de particulas de ouro revestidas com
ADN-PVP com sonda ultrassénica durante 3 segundos. As
particulas resultantes, que foram revestidas com a
composicdo de vacina de ADN + Quil A foram depols aplicadas
em trogos de tubos de Tefzel™, como anteriormente descrito

no exemplo 1.

Ensaios ELISPOT em ratinho: Os materiais e reagentes

foram os seguintes:
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Os anticorpos de revestimento incluiam IFN-y Ab de rato
anti-ratinho, IL-4 AB de ratc anti ratinho ou IL-5 AB rato
anti ratinho (Pharmigen): anticorpos detectores incluiam
IFN-y rato anti ratinho biotinilado, IL-4 de rato anti
ratinho Dbiotinilado ou IL-5 de rato anti ratinho
biotinilado (Pharmigen); tampdo de carbonato esterilizado
por filtragdo de pH 9,6 (Pierce), placas ELISPOT de 96
pocos (Millipore), solugdo salina tamponizada com fosfato
1X estéril (PBS, Gibco), conjugado de estreptavidina com
fosfatase alcalina (Mabtech); conjunto de substrato de
fosfatase alcalina (BioRad) e meio de cultura celular RPMI-
10% FCS (Sigma). A estimulagdo celular fol executada da
seguinte forma. Para a libertacgdo de citogquinas da célula T
auxiliar, esplendcitos de animais vacinados foram
cultivados a 6 x 10° células/mL em meio RPMI-FCS 10%
suplementado com piruvato de sédio e aminodcidos nao
essenciais., Um mL de células foil transferido para cada pogo
de uma placa de 24 poc¢cocs e, por cada sujeito, um pogo =
apenas meio (para controlo) e um pogo = antigénio de
eleigdo ou peptideo de classe II de eleigdo. As placas
foram depois incubadas numa incubadora de cultura de
tecidos durante 3 dias. Para a libertag¢ac de IFN-y
precursor CTL, esplendécitos de animais vacinados foram
cultivados a 6 x 10° células/mL em meio RPMI-FCS -10%
suplementado com piruvato de sédio e amincdcidos néo
essenciais. Um mL de células fol transferido para cada pogo
de uma placa de 24 pocos e a placa fol incubada durante 2
dias, apds o que foi adicionado o peptideo CTL aos pogos de
peptideos. Por cada sujeito, um pogo = sé meio, um pogo =
peptideo CTL de eleicdo a 10° M e um poco = peptideo CTL

irrelevante. As placas foram depois incubadas durante mais



59

24 horas apds a adicdo do peptideo e antes da cultura em

placas ELISPOT das células.

Executou-se o revestimento e Dbloqueio das placas
ELISPOT da seguinte forma: As placas ELISPOT foram
revestidas um dia antes da cultura das células com 50 pl
por pocgo de 15 ug/mL de anticorpo de revestimento em tampdo
de carbonato estéril, pH 9,6. As placas revestidas foram
incubadas de um dia para o outro a 4 °C, apds o que foram
lavadas por seis vezes com 100 uL de PBS para remover Ab de
revestimento ndo ligado e depois foram sujeitas a uma
coloracgdo suave. Cada po¢o foil bloqueado com 200 pL de meio
RPMI-FC3 10% durante 1 a 2 horas numa incubadora de cultura
de tecidos a temperatura ambiente. O meio de de bloqueio
fol integralmente removido imediatamente antes da cultura
das células nas placas. As células foram aplicadas nas
placas da seguinte forma: Passados 3 dias, as células e o
sobrenadante foram recolhidos de cada pogo e transferido
para um tubo cénico de 15 mL. As células foram
centrifugadas para recolher o sobrenadante, que foili depois
reservado a -80 °C até ser utilizado em ensaios ELISA das
citoguinas. As células reduzidas a pellets foram
ressuspensas em 2 a 5 mL de meio e depois ajustou-se a uma
concentracdo final de 1 x 10'/mL. As células foram

adicionadas aos pogos ELISPOT a 1 x 10°/poco.

As placas ELISPOT foram reveladas da seguinte forma: As
células foram retiradas e as placas foram lavadas duas
vezes com PBS, recorrendo a um esguicho. 0s poc¢os foram
lavados com Agua desionizada (deixando a 4gua nos pogos
durante alguns minutos para lisar as restantes células), e
as placas foram lavadas duas mais vezes. Diluiu-se o

anticorpo de deteccdo até ug/mL em PBS estéril e depois
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adicionou-se a 50 uL/pog¢o e incuboui-se durante 2 horas a
temperatura ambiente., As placas foram lavadas cinco vezes
com PBS e 50 puL de conjugado de estreptavidina com
fosfatase alcalina (diluicdo 1:1000 em PBS) e as placas
foram incubadas a temperatura ambiente durante 2 horas. As
placas foram depois lavadas cinco vezes com PBS e 50 ul de
conjugado de estreptavidina com substrato de fosfatase
alcalina cromogénico e as placas foram deixadas incubar a
temperatura ambiente até emergirem manchas negras (cerca de
2 horas). A reaccdo de coloracdo fol parada por meio de
lavagem por trés wvezes com 200 ulL de &gua canalizada, as
placas foram deixadas secar ao ar e as manchas foram

contadas com um microscépio de dissecgdo (40x).

Ensaios CTL pulsados- peptideo de ratinho: Os materiais
e reagentes foram os seguintes: Meio RPMI-10 (500 mL de
RPMI 1640 com L-glutamina e Hepes, 55 mL de soro de bovino
fetal inactivado termicamente (FBS), 0,5 mL de gentamicina,
5,5 mL de antibidéticos antimicolitica); meio de
sensibilizacao (“SM”) sem IL-2 (500 mL de RPMI-10, 5,0 mL
de 100 mM de piruvato de Na, 5,0 mL de aminodcidos néo
essenciais 100x); e SM com IL-2 (SM com concentracdo final
de 20 U/mL de IL-2 de ratinho recombinante); peptideo
epitopo CTL (peptideo dissolvido em DMSO com qualidade de
cultura de tecidos para concentracdc mie de 10 °M); tampdo
de lise ACK (BioWhittaker); IL-2 recombinante de rato
(Collaborative); Mitomycin C C (Aldrich dissolvido em PBS
estéril para obter 500 pg/mL de solucgdo mde; tubo coénicos
de 50 mL (Falcon), elementos para copos com colector
celular de nylon (Falcon); Placas “IChromium e Lumaplates

(Packard) .
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Para estimuladores pulsados com peptideos sao
apresentados bagos singénicos virgens (aprox. 1,2x
estimuladores/ratinho) recolhendo os bagos e triturando por
compressao entre duas laminas geladas, autoclavadas para
fragmentar o saco e libertar as células para uma pequena
placa de petri. Aglomerados de células foram separados por
meio de pipetacgdo das células acima e abaixo com uma pipeta
de transferéncia de 3 mL e a suspensdo de células
resultante fol passada através de um colector celular de 70
pm de nylon oara dentro de um tubo c¢dénico de 50 mnL
utilizando 5 a 10 mL de meio RPMI-10 para lavar bem as
células. 0s esplendcitos recuperados s&o centrifugados a
1500 rpm durante 5 minutos para formarem um pellet e o©
sobrenadante é eliminado. Os RBCs foram lisados por meio de
ressuspensdo dos esplendcitos em 5 mL de tampdo de lise ACK
durante 1 a 2 minutos, apdés o que as ceélulas foram lavadas
por duas vezes com 20 mL de RPMI sem suplemento e uma vez
com RPMI-10. As células foram depois ressuspensas a
aproximadamente 1x10’ células/mL. Os estimuladores foram
tratados com mitocina C (por cada 10 mL de células,
adicionou-se 500 uL de 0,5 mg/mL de mitomicina C) e as

células foram incubadas com a mitomicina C durante 25 a 45

o\e

minutos a 37 °C, 5 de CO;. Depois do tratamento, as
células foram lavadas por duas vezes com RPMI sem
suplemento e uma vez com RPMI-10. As células lavadas foram
ressuspensas a 2x10° células/mL em SM com 20 U/mL de IL-2
de rato e o foil adicionado o peptidec epitopo CTL mde. AsS
células estimuladoras foras dispensadas a uma propor¢dc de

3/1 responder/estimuladoras em placas de 24 pogos e

incubadas de de um dia para o outro a 37 °C, 5% de CO,.
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Executou-se a estimulacdo in vitro das células

responder da seguinte forma:

Foram recolhidos o0s bac¢os de ratinhos vacinados e de
controlo e foram isolados os esplendcitos responder por
trituracao dos bag¢os como anteriomente descrito. 0Os RBCs
foram lisados em 5 mlL de tampdo de lise ACK durante 2 a 3
minutos, apds o que as células foram lavadas por duas vezes
com 20 mL de RPMI sem suplemento e uma vez com RPMI-10. Os
esplenécitos foram depois ressuspensos a 6 x 10° células/mL
em SM sem IL-2. Por cada ratinho foil dispensado 1 mL de
esplendcitos em cada pogo de uma placa de 24 pocos contendo
1 mL de 2 x 10° células/mL de células estimuladoras
pulsadas com peptideo descritas anteriormente em SM com IL-
2 (concentracdo final de IL-2 foi 10 U/mL) e as placas

foram incubadas a 37 &C, 5% de CO, durante 5 a 7 dias.

Ensaio de 1libertacdo de “‘crémio CTL: Para a lise
especifica do peptideo foram wutilizadas as seguintes
técnicas. Células alvo singénicas log-fase foram
cul¢tivadas em placa de 96 pogos a aproximadamente 30.000
alvos/pogo. Uma quantidade apropriada de células alvo foram
aglomeradas em pellets em tubso cénicos e ressuspensas em
20 pL de FBS inactivado termicamente. 100 a 200 pL de “'Cr
(cromato de sdédio) fol adicionado a cada pellet, bem
misturado, depois foi incubado durante 1 hora a 37 °C. As
células foram entdo lavadas quatro vezes com 6 a 10 mL de
RPMI-10 por pellet e depois foram ressuspensas a 3x10°
células/mL em RPMI-10. Para alvos pulsados com peptideos
adicionou-se uma quantidade apropriada do peptideo epitopo
Ctl mde para atingir a concentragdo final de peptideo
éptima (aproximadamente 107°M). As células alvo foram

deixadas pulsar com 08 peptideos durante pelo menos 30
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minutos (a 37 °C) antes da cultura em placas com as células

efectoras.

Passados 5-7 dias de estimulacdac in vitro, 0Ss
esplenécitos efectores foram recolhidos das placas de 24
pogos e as células de cada ratinho foram reunidas em tubos
cénicos de 15 mL e depois ressuspensas a 1,5x10’
células/mL. Para a cultura em placas, os esplendcitos de
cada ratinho foram cultivados em placas a proporcgdes de 50,
17, 5,6 e 1,9 efectoras/alvo. Apds diluigdes, 100 uL dos
alvos marcados com -'Cr foram adicionados a cada pogco. As
placas foram centrifugadas rapidamente e depois incubadas
durante 4 a 6 horas a 37 °C. A lise fol medida em
comparagdo com o8 alvos tanto pulsados com peptideo como

controlos ndo pulsados por cada ratinho.

Para 1lise ndo especifica, fol cumprido o mesmo
protocolo, excepto 100 n de alvos nado pulsados que foram
também aplicados em placa. Apds uma incubacdo de 4 a 6
horas, as placas foram centrifugadas para agregar as
células em pellets e as lisar. 25 ulL do sobrenadante foram
transferidos para Lumaplates e deixados secar durante 2
horas ou de um dia para o outro. As placas foram seladas e
contadas utilizando um programa padrdo para °Cr sélido.
Para calcular a % de lise (cpm ensaioc - cpm espont.) foi
dividido por (cpm max.-cpm espont.) e multiplicado 100.
Para obter a % de lise especifica, a % de lise de alvos nédo
pulsados foi subtraida da % de lise de alvos pulsados com

peptideos.

ELISA: A resposta dos anticorpos as varias composigdes
de wvacina foi determinada por um procedimento ELISA

standard. Mais especificamente, placas de ligagéo médias
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(Costar) foram revestidas com 100 uL/poco de uma solugdo
mde de antigénios de 1 ug/mL (em PBS) e incubadas de um dia
para o outro a 4 °C. A solucgdo de antigénios foi aspirada e
as placas foram blogueadas com 5% leite em pd/PBS durante
pelo menos uma hora a temperatura ambiente. As placas foram
lavadas por trés vezes com tampdo de lavagem (10 mM TBS/0,1
% Brij-35) e foram adicionados 100 pL de soro de amostra e
incubou-se durante duas horas a temperatura ambiente
(tampdo de diluigdo: 2% de leite em pd/PBS/0,05 % de Tween
20). As placas foram lavadas trés vezes e incubadas com
anticorpos de cabra marcados com biotina, especificos para
imunoglobulina IgG de ratinho ou subclasses IgG especificas

para 1 hora a temperatura ambiente.

Apds trés lavagens adicionais, as placas ELISA foram
incubadas com conjugados de estreptavidina com peroxidase
de rdbanc silvestre durante 1 hora a temperatura ambiente.
Finalmente, as placas foram lavadas e reveladas com
substrato TMB (conjuntc da Bio-Rad, Richmond, CA) e
deixadas revelar durante 30 minutos. As reacgdes foram
paradas com H;SO, 1IN e as placas foram lidas a Aysg. Foi
determinada a absorvancia de fundo média com pogos que

receberam todos 0s reagentes excepto 0s soros de ensaio.
Exemplo 2

Co-administracdc intracelular de Quil A com ADN em
microesferas de ouro para intensificar uma resposta

imunitédria especifica de NP influenza

Para determinar se a co-administracdo de uma composicao
contendo o vector de vacina de ADN que codifica o antigénio
NP da influenza e adjuvante Quil A directamente nas células

pode intensificar uma resposta imunitdria especifica do
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antigénio foi realizado o estudo seguinte. Grupos
experimentais de ratinhos Balb/c¢ foram preparados da
seguinte forma: (Grupo 1) 3 ratinhos de controlo a receber
microesferas de ouro revestidas com ADN irrelevante por
dispositivo de transporte mediado por particular PowderJect
XR; (grupo 2) 3 ratinhos a receber microesferas de ouro
revestidas com vector de ADN NP por dispositivo PowderdJect
XR device e inoculados com tealose ou soro fisioldgico
antes da administra¢do de ADN; (grupo 4) 3 ratinhos a
receber microesferas de ouro com vector de ADN NP e o
adjuvante Quil A; (grupo 5) 3 ratinhos a receber
microesferas de ouroc revestidas com vector ADN NP, co-
administrado imediatamente apds uma injecgdo intradérmica
de Quil A e (grupo 6) 3 ratinhos a receber microesferas de
ouro revestidas c¢com vector ADN NP, co-administrado
imediatamente apds uma injecg¢do subcutdnea de uma solucdo

contendo Quil A.

O vector ADN NP continha na sequéncia codificadocra do
antigénio NP da influenza (da estirpe PR8) e encontra-se
descrito em Pertmer et al. (1995) Vaccine 13: 1427- 1430.
Todas as microesferas de ouro foram carregadas como
anteriormente descrito a uma taxa de carregamento das
microesferas de 0,5 mg Au/alvo e a uma taxa de carregamento
do ADN de 2,0 ug/mg de Au. A administragdo com o©
dispositivo PowderJect XR tem dois locals alvo a uma
pressdo operacional de 400 psi e fol uma experiénecia de
iniciador so. Passado um més, oS ratinhos foram
sacrificados e foram recolhidas amostras de sangue e dos

bagos para anadlise, tal como descrito anteriormente. Para o

ensaio ELISPOT, o peptideo utilizado para estimular os
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precursores CTL foi TYQRTRALV (a 10°M) e o wvirus PRS8

influenza foi utilizado a 5 pg/mL para a estimulagdo Th.

Para o ensaic «croémic, o peptideo utilizado para
estimular os respondedores fol TYQRTRALV (a 10™) e o
peptideo utilizado para pulsar os alvos foi TYQRTRALV (a
10>"°M). Para o ELISA, o antigénio de captura foi o

antigénio PR8 NP (Sprafas) a 1 mg/mL.

Os resultados do estudo encontram-se representados
seguidamente no qguadro 1. Como se pode observar, a
administracdo intracelular de Quil A associado ao vector
ADN (grupo 4) intensifica a resposta das auxiliares T
especificas do antigénio, respostas CTL e de anticorpos e é
superior a co-administragdo extracelular intradérmica
(grupo 5) ou subcutdnea (grupo 6) do Quil A imediatamente
antes da administracdo do ADN tanto para a indugdo de

respostas CTL como respostas de anticorpos

QUADRO 1
Grupo n° |Med. % med. | Resposta | Resposta | IgG
Células Lise Thl Th2 (IL-| (titulo)
CTLp (40: 1] (IFN-vy) 4)

SFC/10° | E/T)

1 0 0 0 0 <100

2 18 12,6 15 3 14,642
3 nd 17,5 nd nd 5,171
4 52 43,0 53 14 40,637

5 6 5,7 55 28 5,283
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6 4 19,7 nd nd 25,600

Exemplo 3

Co-administracdoc intracelular de Quil A com ADN em
microesferas de ouro para intensificar uma resposta

imunitédria especifica de NP influenza

Para ajudar a confirmar os resultados encontrados
anteriormente, noc exemplo 2, fol realizado o seguinte
estudo. Grupos experimentais de ratinhos Balb/c foram
preparados da seguinte forma: (Grupo 1) 4 ratinhos de
controlo a receber microesferas de ouro revestidas com ADN
irrelevante por dispositivo de transporte mediado por
particulas PowderJect XR; (grupo 2) 4 ratinhos a receber
microcesferas de ouro revestidas com ADN irrelevante e Quil
A co-administrado por particular PowderJect XR; (grupo 3) 4
ratinhos a receber microesferas de ouro revestidas com
vector ADN NP apenas por dispositivo PowderJect XR e (grupo
4) 4 ratinhos a receber microesferas de ouro revestidas com

vector ADN NP, e o adjuvante Quil A.

Uma vez mais, o© vector ADN NP continha na sequéncia
codificadora do antigénio NP da influenza (da estirpe PRS8)
e encontra-se descrito em Pertmer et al. (199D) Vaccine 13:
1427- 1430. Todas as microesferas de ouro foram carregadas
como anteriormente descrito a uma taxa de carregamento das
microesferas de 0,5 mg Au/alvo e a uma taxa de carregamento
do ADN de 2,0 ug/mg de Au. A administragdo com o©
dispecsitivo PowderJect XR tem dois locals alve a uma
pressdo operacional de 400 psi e fol uma experiénecia de
iniciador sdé. A vacinacdoc fol administrada uma sé vez e,

passado um més, o0s ratinhos foram sacrificados e foram
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recolhidas amostras de sangue e dos bacos para analise, tal
como descrito anteriormente. Para o ensaio ELISPOT, o
peptideo utilizado para estimular os precursores CTL foi
TYQRTRALV (a 10°°M) e o virus PR8 influenza foi utilizado a
5 ug/mL para a estimulagdo Th. Para o ensaio crémio, o©
peptideo wutilizado para estimular os respondedores foi
TYQRTRALV (a 10°M) e o peptideo utilizado para pulsar os
alvos foi TYQRTRALV (a 10 7°M). Para o ELISA, o antigénio

de captura foi o antigénioc PR8 NP (Sprafas) a 1 mg/mL.

Os resultados do estudo encontram-se representados
seguidamente no quadro 2. Como se pode verificar, a
administracdo intracelular de Quil A associada ao vector
ADN (grupo 4) proporcionou uma resposta de auxiliares T
especificas do antigénio intensificada, resposta CTL e

resposta de anticorpos.

QUADRO 2

Grupo n® Med. Células|% med. Lise|IgG (titulo)

CTLp SFC/10° (50: 1 E/T)

1 6,5 0,3 <100

2 0,5 0 <100

3 14,5 17,0 16,846

4 25,0 28,8 62,706
Exemplo 4

Co-administracdc intracelular de Quil A com ADN em
microesferas de ouro para intensificar uma resposta

imunitédria CTL especifica de gpl20 de HIV
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Para determinar se a co-administracdo de uma composicao
contendo o vector de vacina de ADN que codifica o antigénio
gpl20 do virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e adjuvante
Quil A directamente nas c¢élulas pode intensificar uma
resposta imunitadria especifica do antigénic foi realizado o
estudo seguinte. Grupos experimentais de ratinhos Balb/c
foram preparados da seguinte forma: (Grupo 1) 4 ratinhos de
controlo a receber microesferas de ourc revestidas com ADN
irrelevante por dispositivo de transporte mediado por
particulas PowderJdect XR; (grupo 2) 4 ratinhos a receber
microesferas de ouro revestidas com ADN irrelevante e Quil
A co-administrado por dispositivo PowderJdect XR; (grupo 3)
3 ratinhos a receber microesferas de ouro revestidas com
vector ADN de gpl20 de HIV, administrado apenas por
dispositivo PowderdJect XR, iniciade uam vez e reforcgados
trés vezes; (grupo 4) 3 ratinhos a receber microesferas de
ouro com vector ADN de gpl20 de HIV, administrado apenas
por dispositivo PowderJect XR, iniciado wuam vez e
reforgados uma vez; (grupc 5) 3 ratinhos a receber
microesferas de ouro revestidas com vector ADN de gpl20 de
HIV e o adjuvante Quil A, co-administrado pelo dispositivo
de transporte mediado por particulas Powderdect XR,
iniciado uma wvez e reforgados trés vezes e (grupo 6) 3
ratinhos a receber microesferas de ouro revestidas com
vector ADN de gplz0 de HIV e o adjuvante Quil A e
administrado pelo dispositivo de transporte mediado por
particulas Powderdect XR, iniciado uma vez e reforcado uma

vez.

O vector ADN de gpl20 de HIV continha na sequéncia
codificadora do antigénio gpl20 de HIV (da estirpe LAI) e

encontra-se descrito em Heydenburg et al. (1994) AIDS Res.
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and Hum. Retroviruses 10: 1433-1441. Todas as microesferas
de ouro foram carregadas como anteriormente descrito a uma
taxa de carregamento das microesferas de 0,5 mg Au/alvo e a
uma taxa de carregamento de 2,0 ug/mg de Au. A
administracdo com o dispositivo PowderJect XR tem dois
locais-alvo a uma pressdo operacional de 400 psi. Foram
executados varios numeros de vacina¢des (alguns apenas com
um reforgo, outros com trés reforgos), com vacinacao
administrada a cada quatro semanas. Todos 0s ratinhos foram
sacrificados na semana 14 do estudo e foram recolhidas
amcstras dos bagos para andlise como anteriormente
descrito. Para o ensaio ELISPOT, o peptideo utilizado para
estimular os precursores CTL foi RGPGRAFVTII (a 104M). Para
a analise croémio, o peptideo utilizado para estimular os
respondedores CTIL e pulsar os alvos foi RGPGRAFVTI (a 10

™).

Os resultados do estudo encontram-se apresentados
seguidamente no quadrc 3. Como se pode observar, 0S8
resultados confirmam que os dados observados anteriormente
com o antigénioc influenza na co-administracdoc intracelular
de Quil A e vector ADN intensificaram as respostas CTL
especificas de gpl20 de HIV apds uma iniciacdo e um reforgo
nos ratinhos wvacinados, sem diferencas significativas

guandos o0s ratinhos foram reforcados trés vezes.

QUADRO 3
Grupo n° % med. Lise (50: 1 E/T)
1 3,2
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3 36,7

4 14,7

5 32,7

6 35,4
Exemplo 5

Co-administracdc intracelular de Quil A com ADN em
microesferas de ouro para intensificar uma resposta

imunitédria CTL especifica de HBsAg

Para determinar se a co-administracdo de uma composicao
contendo o vector de vacina de ADN que codifica o antigénio
de superficie do virus da hepatite B (HBsRAg) e adjuvante
Quil A directamente nas células pode intensificar uma
resposta imunitdria especifica do antigénio foi realizado o
estudo seguinte. Grupos experimentais de ratinhos Balb/c
foram preparados da seguinte forma: (Grupo 1) 4 ratinhos de
controlo a receber microesferas de ourc revestidas com ADN
irrelevante por dispositivo de transporte mediado por
particulas PowderdJect XR; (grupo 2) 4 ratinhos a receber
microesferas de ouro revestidas com ADN vector HBsSAg e
administrado por dispositivo de transporte mediado por
particulas PowderJect XR e (grupo 3) 4 ratinhos a receber
microesferas de ouro revestidas com vector ADN HBsSAg a
adjuvante ©Quil A e administrados pelo dispositivo de
transporte mediado por particulas PowderJect @ XR. A
experiéncia foi repetida exactamente com 0S mMesSmMOS grupos

experimentais utilizados.
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O vector ADN HBsAg continha uma sequéncia codificadora
do antigénio de superficie HBV ¢é designado pWRG7128. O
plasmideo PpWRG7128 contém, para além de elementos de
controlo adequados, uma sequéncia codificadora do antigénio
de superficie da hepatite B (HbsSAg), que esta sob o
controlo transcricional de um promotor citomegalovirus
(CMV) e que se demonstrou produzir particulas HbsAg com a
transfecgdo na maioria dos tipos de células. O plasmideo
PWRG7128 foil construido da seguitne forma. Um vector de
clonagem pWRG7077 (Schmaljohn et al. (1997) J. virol. 71:
9563-9569) fol ©preparado para aceitar uma sequéncia
codificadora HbsAg por digestdo do vector até ficar
completo com BamHl, seguido de digestdo parcial com Hind3.
Depols de embotar a saliéncia 5’ por tratamento com
fragmento Klenow e deoxiribonucledtidos, o fragmento do
vector de 4,3 kB foil isolado. O fragmento de insercao HbsAg
de 1,35 kB (contendo a sequéncia pre-S2 ndo traduzida, a
sequéncia codificadora de HbsAg de 226 aminoacidos da
estirpe adw e o elemento intensificador HBV) foi excisado
do plasmideo pAM6 (ATCC, Rockford, MD) por digestdoc com
Bahml. Depols de embotar por tratamento com o fragmento
Klenow e desoxiribonucledétidos, o fragmento foli isolado e
ligado ao fragmento do vector de 4,3 kB anteriormente
descrito. Os recombinantes resultantes foram examinados
para verificar a orientacdoc adequada da 1insercdoc e foi
identificado um isolado correcto e designado como plasmideo
intermedidrio (pWRG7074). Para remover o inicio do coddo da
proteina X (presente no termina 3’ da inserg¢do pAM6 1,35
kB) foi isolado um fragmento de vector de 4,86 kB do
plasmideo pWRG7074 por digestdo com Bgl2, embotamento com o

fragmento Klenow e desoxirribonucledétidos e depois digestao
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com BstXl. Seguidamente, foi isolado um fragmento de
insercdo de 754 bp da construcdo pWRG7074 por digestdo com
Ncol, tratamento com nuclease de feijdc mungo e digestdo
com BstXl. O wvector resultante e fragmentos de insergéao
foram entdo ligados para formar o plasmideo clinico
PWRG7128. Todas as microesferas de ouro foram carregadas
como anteriormente descrito a uma taxa de carregamento das
microesferas de 0,5 mg Au/alvo e a uma taxa de carregamento
do ADN de 2,0 ng/mg de Au. A administragdo com ©
dispositivo PowderJect XR tem dois locais-alvo a uma
pressdo  operacional @ de 400 psi. A vacinagdo  foil
administrada uma 86 vez e, passadoc um més, o©0Ss ratinhos
foram sacrificados e foram recolhidas amostras dos bagos
para andlise da libertacdo do crémio (lise especifica), tal
como descrito anteriormente. Para o© ensaio ELISPOT, o
peptideo utilizado para estimular os precursores CTL foi
IPQSLDSWWTSL (a 10°°M). Para a andlise do crémio, foi
utilizada uma linha de células que expressa um antigénio de
superficie HBV em vez do peptideo para estimular os
respondedores (a 40.000/pogo) e para efectores (a

30.000/pogos) .

Os resultados do estudo encontram-se apresentados
seguidamente no quadrc 4. Como se pode observar, 0sS
resultados confirmam os dados observados anteriormente
tanto com o antigénio da influenza como o antigénio HIV na
co-administracdo intracelular de Quil A e vector ADN

intensificaram as respostas CTL especificas de HBSAg.



74

QUADRO 4
% de lise|Animais do|Animais do|Animais do |Animais do
especific | grupo 2, | grupo 3, | grupo 2, | grupo 3,
a na | primeira primeira segunda segunda
proporgdo |experiénci |experiénci |experiénci |experiénci
efector: a a a a
alvo
17:1 26,9 44,2 53,4 78,6
5,6:1 16,5 36,3 34,7 70,9
1,9:1 7,4 18,0 22,3 41,9
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<211> 10
<212> ADN
<213> Sequéncia artificial
<220>
<223> sequéncia de iniciag¢do da traducdo
<400> 1
gccaccatgg 10
<210> 2
<211> 10
<212> DNA
<213> Sequéncia artificial
<220>
<223> sequéncia de iniciacdo da traducéo
<400> 2
gccecccatgg 10
<210> 3
<211> 20
<212> ADN
<213> Sequéncia artificial
<220>
<223> oligonucledtido sintético
<400> 3
tccatgacgt tcctgatget 20

<210> 4
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<211> 17
<212> ADN
<213> Clostridium limosum
<400> 4
gactctcgag cgttcte 17
<210> 5
<211> 9
<212> PRT
<213> Sequéncia artificial
<220>
<223> peptideo

<400> 5

Thr Tyr Gln Arg Thr Arg Ala Leu Val
1 5

<210> 6

<211> 10

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> peptideo

<400> 6

rg Gly Pro Gly Arg Alas Phe Val Thr Ile
5 16

el =

<210> 7
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<211> 12
<212> PRT
<213> Sequéncia artificial
<220>
<223> peptideo

<400> 7

Ile Pro Gln Ser Leu Asp Ser Trp Trp Thr Ser Leu
1 5 10
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REIVINDICAGOES

Utilizacao de uma molécula de acido nucleico
compreendendo  uma  sequéncia codificadora de um
antigénio para a preparacgdo de, como medicamento,
particulas revestidas compreendendo particulas
transportadoras nucleares revestidas com a molécula de
dcido nucleico mencionada para utilizacdo na imunizacgédo
com acido nucleico mediada por particulas, em gue as
particulas revestidas mencionadas s&do co-administradas
com um adjuvante sob uma forma que ndc a de ADN, que é
eficaz na intensificacdo de pelo menos um componente de
uma resposta imunitédria desencadeada contra o}
antigénio, em que o adjuvante ¢ revestido em

particulas transportadoras nucleares separadas.

Utilizac¢do de um adjuvante numa outra forma de ADN que
¢ eficaz para intensificar pelo um componente de uma
resposta imunitaria desencadeada contra o antigénio,
para a preparacdo de, como medicamento, particulas
revestidas compreendendo particulas transportadoras
nucleares, revestidas com o adjuvante mencionado para
utilizacdo na imunizagdo com 4cido nucleico mediada
por particulas, em gque as particulas revestidas
mencionadas s&do co-administradas com uma molécula de
acido nucleico compreendendo uma sequéncia codificadora
de um antigénio, em que a molécula de &cido nucleico ¢é
revestida em particulas transportadecras nucleares

separadas.



Produtos compreendendo particulas transportadoras
nucleares revestidas com & molécula de Acido nucleico
de acordo com a reivindicacdo 1 ou 2 e particulas
transportadoras nucleares revestidas com um adjuvante,
de acordo com qualquer uma das reivindicag¢des 1 ou 2,
como  uma preparacdo combinada para administracéao
separada ou concomitante na administracdo de Acido

nucleico mediada por particulas.

Lisboa, 29/04/2010
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