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RESUMO

“WACINAS DE INFLUENZA MULTIEPITOPICAS MULTIMERICAS”

A presente 1invencdo refere-se a vacinas multiepitdpicas
multiméricas baseadas em péptidos. Em particular, a presente
invencdo refere-se a wutilizacdo de vacinas multiepitdpicas
multiméricas baseadas em péptidos deduzindo imunidade protetora

para influenza.



DESCRICAO

“VACINAS DE INFLUENZA MULTIEPITOPICAS MULTIMERICAS”

CAMPO DA INVENGAO

A presente invengdo refere-se a vacinas multiepitépicas
multiméricas baseadas em péptidos. Em particular, a presente
invencdo refere-se a utilizacdo de vacina multiepitédpica
multimérica baseada em péptidos, deduzindo imunidade protetora

para influenza.

ANTECEDENTES DA INVENQAO

Vacinas multiepitdpicas

Sabe-se que epitopos de células B, epitopos de células T
auxiliares e epitopos de linfdécitos T citotdxicos desempenham,
todos, um papel importante nestas duas respostas imunitérias.
Obviamente, para vacinacdo eficaz, devem ser induzidas respostas
humorais e celulares de largo espetro e de longa duracgdo. Ainda
ndo existem vacinas eficazes e de largo espetro contra virus com
elevadas taxas de mutacdo, tais como virus influenza e virus da

imunodeficiéncia humana.

Existe uma relacdo estreita entre dose de antigénio e a
eficiéncia da resposta especifica de célula B. Estudos
utilizando uma proteina veiculo ligada quimicamente e sistema de
péptido epitdpico, consistindo da mesma quantidade de proteina
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veiculo ligada com gquantidades varidveis de péptido epitdpico,
mostraram que a densidade epitdépica afetava dramaticamente as
respostas de IgG dependentes de células T auxiliares
(Jegerlehner et al., Eur J Immunol. 2002, 32:3305-14). Liu
et al. (Vaccine. 2004 23(3):366-71.) observaram um efeito
positivo da densidade epitdépica na resposta humoral de
murganhos e coelhos imunizados com ©proteinas de fusdo de
glutationo-S-transferase, contendo diversos numeros de cdpias do
epitopo peptidico M2e (1, 2, 4, 8 e 16 codpias) da proteina M2 do
virus influenza. No mesmo estudo, um ensaio de provocacdo letal
mostrou que a proteina de fusdo com as densidades epitdpicas
mais elevadas resultou em taxas de sobrevivéncia mais elevadas e

perdas de peso mais lentas.

As vacinas multiepitépicas, nomeadamente vacinas
compreendendo mais de um epitopo, foram desenvolvidas para uma
ampla variedade de aplicagbes. Uma lista nao exaustiva de
exemplos 1inclui, e. g., uma vacina multivalente recombinante
para bactérias estreptocdcicas, divulgada na Pat. US N° 6063386;
uma vacina para o tratamento da maldria, a qual compreende uma

Unica proteina compreendendo péptidos derivados de fases

diferentes do ciclo de vida do parasita Plasmodium
falciparum, divulgada na Pat. Us Ne 6828416; composicdes
imunogénicas antitumorais, compreendendo um polipéptido

compreendendo epitopos antigénicos de células estaminais da
préstata, divulgadas no Pedido de Pat. US 2007/0056315; e
vacinas antivirais multiepitépicas contra VIH (Publicacéo
Internacional WO 01/24810), wvirus da rubéola (ver a Publicacéo
Internacional WO 93/14206) e wvirus da Hepatite C (Publicacéo
Internacional WO 01/21189).



A Publicagéo Internacional WO 2006/069262 divulga
composicdes, proteinas de fusdo e polipéptidos compreendendo
Padrdes Moleculares Associados a Patogénios (PAMP) e epitopos de
proteinas virais de influenza utilizados para estimular
respostas imunitdrias num individuo. 0Os PAMP sdo motivos
moleculares (e. g., proteinas, péptidos, dcidos nucleicos,
hidratos de carbono, lipidos) encontrados em microrganismos que
podem provocar uma resposta 1imunitdria inata num hospedeiro,
i. e., atuam como adjuvante. Em algumas formas de realizacédo, as
proteinas de fusdo incluem multiplas cépias do epitopo de
influenza M2e. A publicacdo internacional WO 2006/078657 divulga
proteinas de fusdo e polipéptidos semelhantes, compreendendo um

ou mais PAMP e multiplos epitopos de proteinas flavivirais.

Influenza

A influenza ¢é uma doenca provocada por virus de trés
subtipos principais, Influenza A, B e ¢(C, 0s dquais sao
classificados de acordo com os seus determinantes antigénicos. O
virido de influenza consiste de um Unico genoma de ARN de cadeia
simples, estreitamente associado a uma nucleoproteina (NP) e
encerrado por um envelope de lipoproteina revestido por proteina
de matriz (Ml) e transportando dois antigénios de glicoproteina
de superficie principais, hemaglutinina (HA) e neuraminidase
(NA). As glicoproteinas de HA e NA s&o muito suscetiveis a
alteracdo; por exemplo, existem 16 classes imunes de HA e 9
classes de NA diferentes qgue proporcionam a base para o0s
diferentes subtipos de virus influenza, como HIN1 ou H3N2. O
virus influenza A tem uma glicoproteina transmembranar
adicional, M2, a qual é altamente conservada entre os diferentes

subtipos de HN. O gene de M2 codifica uma proteina tendo 96-97
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aminocdcidos que ¢é expressa como um tetrdmero na superficie
celular do virido. E composta por cerca de 24 aminodcidos
extracelulares, cerca de 19 aminodcidos transmembranares e cerca
de 54 residuos citoplasmaticos (Lamb et al., Cell. 1985; 40:627-
633.).

Os wvirus influenza A e B s&o as causas mais comuns de
influenza no homem. A influenza tem um enorme impacto na saude
publica, com graves implicac¢des econdmicas além dos devastadores
problemas de saude, incluindo morbidade e até mortalidade. A
infecdo pode ser Dbranda, moderada ou grave, variando entre
infecgao respiratéria superior, assintoméatica, branda e
traqueobrongquite, até uma pneumonia viral grave, ocasionalmente
letal. Os virus influenza tém duas caracteristicas imunoldgicas
importantes que representam um desafio para a preparacao
vacinal. A primeira refere-se a alteracdes genéticas que ocorrem
nas glicoproteinas de superficie, de tantos em tantos anos,
referidas como “deriva antigénica”. Esta alteracdo antigénica
produz virus que eludem a resisténcia deduzida pelas vacinas
existentes. A segunda caracteristica de grande preocupagdao de
saude publica ¢é que os virus influenza, em particular virus
influenza A, podem trocar material genético e fundir-se. Este
processo, conhecido como “desvio antigénico”, resulta em novas
estirpes diferentes de ambos os virus parentais, as quais podem

ser estirpes pandémicas letais.

Antigénios de Virus Influenza e Produgdo Vacinal

A imunizagcdo para o virus influenza estda limitada pela
variacdo antigénica do virus e pela restricdo da infecdo as

membranas mucosas respiratdrias. As vacinas de influenza
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atualmente disponiveis sdo baseadas em virus inativo intacto, em
proteinas virais apresentadas na superficie de células
bacterianas, ou em flagelina contendo determinantes antigénicos
virais. O HA ¢é um forte imunogénio e € o antigénio mais
significativo na definicdo da especificidade seroldgica das

diferentes estirpes de virus.

A molécula de HA (75-80 kD) compreende uma pluralidade de
determinantes antigénicos, varios dos quais sdo em regides que
sofrem alteracdes de sequéncia em diferentes estirpes
(determinantes especificos de estirpe) e outros em regides as
quais sao conservadas em muitas moléculas de HA (determinantes
comuns). Devido a estas alteracodes, as vacinas da (gripe
necessitam de ser modificadas, pelo menos, de tantos em tantos

anos.

Muitos antigénios de influenza e vacinas deles preparados,
sdo conhecidos na técnica. A Patente US 4474757 divulga uma
vacina contra infecdes de virus influenza, consistindo de um
péptido sintético correspondendo a um fragmento antigénico de HA
ligado a um veiculo macromolecular adequado, tais como polimeros

de aminodcidos ou toxoide teténico.

A Publicacgdo PCT Internacional WO 93/20846, para a
requerente da presente invencao, ensina uma vacina recombinante
sintética contra uma pluralidade de diferentes estirpes de virus
influenza, compreendendo, pelo menos, uma proteina recombinante
compreendendo a sequéncia de aminoadcidos de flagelina e, pelo
menos, uma sequéncia de aminoadcidos de um epitopo de virus
influenza HA ou NP, ou um agregado da referida proteina
quimérica. Seguindo esta abordagem, verificou-se que uma vacina

recombinante sintética anti-influenza baseada em trés epitopos
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era altamente eficiente em murganhos. As vacinas exemplificadas
incluiam quimeras de flagelina, compreendendo o epitopo HA
91-108, um epitopo de célula B do HA, o qual & conservado em
todas as estirpes de H3 e deduz anticorpos neutralizantes
anti-influenza, Jjuntamente com um ou ambos o0s epitopos de NP de
auxiliar T ou CTL (NP 55-69 e NP 147-158, respetivamente), as
quais induzem respostas imunitédrias restringidas a MHC. Uma
vacina compreendendo uma combinacdo das trés guimeras acima
mencionadas foi considerada como proporcionando a melhor

protecado para a infecdo viral.

A Patente US N¢ 6740325, para a requerente da presente
invencdo, ensina uma vacina de influenza baseada em péptido
sintético humano, compreendendo, pelo menos, dquatro epitopos de

virus influenza, os referidos epitopos de virus influenza sendo

reativos com células humanas, 0s referidos epitopos
compreendendo:
(i) um epitopo de hemaglutinina de célula B (HA); (ii) um

epitopo de hemaglutinina (HA) ou nucleoproteina (NP) de
auxiliar T que se pode ligar a muitas moléculas de HLA; e
(iii), pelo menos, dois epitopos de 1linfdcito citotdxico
(CTL), nucleoproteina (NP) ou proteina de matriz (M) que
sdo restringidos as moléculas de HLA mais predominantes em
diferentes populag¢des humanas, em particular grupos étnicos
ou raciais especificos. Os epitopos peptidicos de influenza
podem ser expressos em flagelina de Salmonela recombinante.
Essa vacina requer a preparacdo trabalhosa de, pelo menos,

quatro polipéptidos quiméricos.

A Publicagdo PCT Internacional WO 2007/066334, para a

requerente da presente invencao, divulga uma vacina capaz de
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deduzir protecdo de longo prazo e de estirpe cruzada,
compreendendo uma pluralidade de proteinas quiméricas
compreendendo, pelo menos, dois epitopos peptidicos de virus
influenza, em que, pelo menos, um epitopo é um epitopo peptidico
de proteina de matriz M de virus influenza A e o segundo epitopo
€& um epitopo peptidico de hemaglutinina HA. Também neste caso,
0s epitopos peptidicos de influenza podem ser expressos em

flagelina de Salmonela recombinante.

Os mamiferos tém, frequentemente, respostas 1imunitarias
adquiridas para antigénios flagelares. Contudo, dados clinicos
mostraram dque as doses eficazes de influenza de flagelina
recombinante em animais tém efeitos adversos em individuos
humanos, incluindo febre alta, provavelmente devido a elevada
razdo flagelina/antigénio. Também se suspeita que elevadas
concentracdes de flagelina tenham um efeito transiente no

coragao.

0O documento WO 2006/128294 refere-se a producdo de vacinas
anti-virus influenza proporcionando um cocktail de diferentes
péptidos, todos derivados de Hemaglutinina (HA), para deduzir

uma resposta imunitdria humoral, i. e., producdo de anticorpos.

Caro-Aguilar I. et al., Microbes and Infection 7 (2005),
PP . 1324-1337, ensinam que uma vacina pode ser ©produzida
proporcionando péptidos sintéticos derivados de estirpes de
esporozoitos especificas e representando homo ou heteropolimeros
de péptidos particulares, conhecidos por representarem epitopos
de células B e T. Os péptidos individuais, a partir dos quais os
homo/heteropolimeros devem ser produzidos, sdo ensinados a
conterem um residuo de cisteina na terminag¢do amino e carboxilo

que, por um lado, permite uma polimerizacdo espontédnea e,
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obviamente, também aumenta a antigenicidade dos péptidos. Quando
administrados aos animais de laboratédrio, juntamente com 0
adjuvante Montanida ISA 51, poderia ser obtida imunidade

protetora.

O documento WO 2009/026465, um documento de acordo com o0
Art. 54(3) de EPC, pertence a uma composicdo compreendendo um
multimero de um dominio extracelular de proteina de matriz de
influenza (M2e). O M2e & apresentado ao sistema imunitdrio como
uma exibicdo multimérica e é capaz da inducdo de uma resposta
imunitdria num individuo. A composicdo pode ser utilizada numa

vacina contra influenza.

Existe, deste modo, uma necessidade nao satisfeita para uma
vacina baseada em epitopo peptidico de influenza, a qual pode
induzir respostas humorais e celulares que sao de longa duracao,
com especificidade alargada. Também existe uma necessidade para
uma vacina com producdo e processos de controlo de qualidade

simplificados.

SUMARIO DA INVENGAO

A presente 1invencdo proporciona vacinas de influenza dque
superam as desvantagens de vacinas contra influenza conhecidas,
incluindo os efeitos adversos de elevada razado de veiculo para
antigénio e elevada razdo de adjuvante para antigénio. A vacina
da presente invencao compreende polipéptido compreendendo
multiplas cédpias de pluralidade de epitopos peptidicos de virus
influenza, proporcionando vacina de multidiversidade, de elevada
densidade, como definido nas reivindicagbes. De acordo com a

presente invencédo, o polipéptido multiepitdpico multimérico pode
8



ser produzido recombinantemente, como um polipéptido isolado ou
como uma proteina de fusdo, ou sinteticamente pela ligacdo de
uma pluralidade de péptidos sintéticos, ou pode ser misturado ou

formulado com um adjuvante externo.

Os polipéptidos multiméricos da invencéao contém uma
combinacgdo de epitopos de células B de virus influenza, epitopos
de auxiliares T e epitopos de linfécitos citotdxicos (CTL). Os
epitopos sédo, de um modo preferido, selecionados de péptidos de
hemaglutinina (HA), péptidos de proteina de matriz (M1 e M2) e
péptidos de nucleoproteina (NP). Os epitopos tém uma atividade
de protecdo cruzada demonstravel contra varios subtipos de
influenza humanos e sao escolhidos pela sua capacidade melhorada

para induzirem uma resposta imunitdria celular e humoral.

Foi, surpreendentemente, verificado que varios polipéptidos
multiméricos de acordo com a invencdo sdo ativos na deducédo de
uma resposta 1munitdria, mesmo sem estarem ligados ou sem
fazerem parte de uma proteina veiculo. Além disso, devido a
elevada densidade e a variedade dos epitopos imunogénicos
transportados pelo polipéptido, a vacina deduz uma forte
resposta imunitdria, mesmo sem a necessidade para um adjuvante.
Além disso, a inclusdo de um grande numero de diferentes
epitopos imunogénicos num Unico polipéptido facilita processos

de producao e controlo de qualidade.

A invencdo ¢é como definida nas reivindicagdes anexas. No
contexto desta invencdo, um polipéptido “multimérico” & um
polipéptido gque contém uma pluralidade de repetigdes (pelo
menos, duas, tipicamente, pelo menos, trés ou mais), nao
necessariamente adjacentes, de uma extensdo de aminodcidos do

polipéptido. Por conseguinte, a expressao “multiepitoépico
9



multimérico” refere-se a um polipéptido contendo uma pluralidade

de repeticdes de uma pluralidade de epitopos.

Tabela 1: epitopos peptidicos de influenza E1 a E9

Tipo de Residuos de Sequéncia de
Epitopo SEQ ID N<2:
Epitopo proteina Aminoacidos
El célula B HA 354-372 PAKLLKERGFFGAIAGFLE 82
E2 célula B HA 91-108 SKAYSNCYPYDVPDYASL 48
célula B &
E3 M1l 2-12 SLLTEVETYVL 25
CTL
E4 célula B HA 150-159 WLTGKNGLYP 52
E5 célula B HA 143-149 WIGVTQN 51
FWRGENGRKTRSAYERMC
E6 auxiliar T NP 206-229 64
NILKGK
E7 auxiliar T |HA 307-319 PKYVKQONTLKLAT 59
E8 CTL NP 335-350 SAAFEDLRVLSFIRGY 69
E9 CTL NP 380-393 ELRSRYWAIRTRSG 70

Para melhorar a exposicao dos epitopos ao sistema
imunitdrio, os epitopos sdo, de um modo preferido, separados por
um espacador, o qual pode consistir num Unico aminodcido e pode
compreender, pelo menos, um aminocdcido ou ser um péptido. De um
modo preferido, o espacador consiste de 1-4 residuos de

aminodcido neutros.

Sdo proporcionadas diversas configuracdes exemplificativas,
compreendendo epitopos selecionados da Tabela 1, em gque o0 numero
de repeticdes para cada epitopo é igual ou diferente e em que o
polipéptido pode estar disposto numa estrutura polimérica

sequencial alternante ou numa estrutura de copolimero em bloco.
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A expressao estrutura “polimérica sequencial alternante”
significa que uma Unica cépia de todos os epitopos contidos no
polipéptido estd disposta sequencialmente e esta disposicdo esté
repetida sequencialmente um numero de vezes igual ao numero de
repeticdes. Por exemplo, se 0 polipéptido multiepitédpico
multimérico compreender quatro repeticdes de trés epitopos Xi,
X, e X3 numa estrutura sequencial alternante, o polipéptido tem a
seguinte estrutura polimérica: X;XpX3—X1XpX3-X1X;X3-X1XX5, também
escrita [X1X;X3]4. A expressido estrutura de “copolimero em bloco”
significa que todas as cdépias de um uUnico epitopo contido no
polipéptido estdo dispostas de modo adjacente. Por exemplo, um
polipéptido multiepitdpico multimérico semelhante compreendendo
quatro repeticdes de trés epitopos Xi, X; e X3 numa estrutura de
copolimero em Dbloco tem a seguinte estrutura polimérica:

X1 X1 X1 X1 = XXX X0—X3X3X3X3, também escrita [A] 4= [B] 4= [C] 4.

Formas de realizacdo adicionais da presente invencado seréao
evidentes a partir da descricdo detalhada dada a seguir.
Contudo, deve ser compreendido gque a descricadao detalhada e
exemplos especificos, embora indicando formas de realizacgéo

preferidas da invencdo, sdo dados apenas a titulo de ilustracéo.

BREVE DESCRIGCAO DAS FIGURAS

As Figuras 1A e 1B mostram um ©polipéptido multimérico
compreendendo cinco repeticgdes de nove epitopos peptidicos
de influenza, dispostos numa estrutura polimérica
sequencial alternante: (HA354-372---HA91-108---M1,2-12-—-—
HA150-159---HA143-149---NP206-229-HA307-319---NP335-350-——

NP380-393)s5. (A) a sequéncia nucleotidica (SEQ ID N¢: 83) da

construcao utilizada para produzir um polipéptido
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multimérico; (B) a sequéncia de aminodcidos (SEQ ID N2: 84)
do polipéptido multimérico codificado pela sequéncia
nucleotidica de A. Os epitopos na primeira sequéncia de

nove epitopos estdao sublinhados.

As Figuras 2A e 2B mostram um polipéptido multimérico
compreendendo trés repeticdes de nove epitopos peptidicos
de influenza, dispostos numa estrutura de copolimero em
bloco: (HA354-372)3-—--(HA91-108)3———-(M12-12)3——-(HA150-159) ;-
-—(HA 143-149)3——-(NP206-229)3——- (HA307-319)3——- (NP335-350) 3~
-—(NP380-393)3. (A) Sequéncia nucleotidica (SEQ ID N¢: 85)
da construgdo utilizada para produzir o polipéptido. (B)
Sequéncia de aminodcidos (SEQ ID N¢: 86) do polipéptido
multimérico. As trés repeticdes do primeiro epitopo estéo

sublinhadas.

As Figuras 3A e 3B mostram um polipéptido multimérico
compreendendo trés repeticdes de nove epitopos peptidicos
de influenza, dispostos numa estrutura polimérica
sequencial alternante: (HA354-372---HA91-108---M1,2-12-—-
HA150-159---HA143-149---NP206-229-HA307-319---NP335-350---

NP380-393)3. (A) Sequéncia nucleotidica (SEQ ID N¢: 87) da
construgdo wutilizada para produzir o ©polipéptido. (B)
Sequéncia de aminodcidos (SEQ ID N¢: 88) do polipéptido
multimérico. Os epitopos na primeira sequéncia de nove

epitopos estdo sublinhados.

A Figura 4 mostra a resposta imunitaria celular a varias
estirpes de virus influenza de murganhos vacinados com duas
vacinas multiméricas: N¢ 11 e N¢ 14, A resposta imunitaria
celular a duas concentragdes diferentes de um virus de

estimulacdo foi medida e ¢é mostrada como o indice de
12



proliferagdo para linfdcitos incubados com um virus de

estimulacéao.

A Figura 5 mostra o efeito ©protetor da vacina N¢ 14
multimérica contra uma dose altamente letal de uma estirpe
H3N2 de virus influenza adaptada de murganho
(A/Texas/1/77). O efeito protetor da vacina ¢é demonstrado
por uma reducdo significativa no titulo de wvirus nos
pulmdes de murganhos vacinados, em comparagao com murganhos

de controlo (PBS).

As Figuras 6A e 6B mostram a eficdcia de varias vacinas
multiméricas na protecdo de murganhos de uma provocacgao
viral. O efeito protetor da wvacina N¢ 11, N¢ 12 e N¢ 14
multimérico € demonstrado por uma taxa de sobrevivéncia
mais elevada (fig. 6A) de murganhos vacinados, em
comparacdao com murganhos de controlo (PBS), apds infecao
com uma dose letal de uma estirpe H3N2 de virus influenza
adaptada de murganho (A/Texas/1/77) e por uma carga viral
significativamente inferior nos pulmdes (fig. 6B) de
murganhos vacinados, em comparacao com murganhos de

controlo (50% Gly/PBS).

A Figura 7 compara a eficdcia de imunizacdo de murganhos
com varias vacinas compreendendo construcdes multiméricas
em 50% de Glicerol em PBS (N¢ 11, N¢ 12 e N2 14) ou em
emulsdo com adjuvante Incompleto de Freund (N¢ 11-IFA,
N¢ 12-TFA e N2 14-TFA). O efeito protetor das diferentes
vacinas e o efeito do IFA sdo medidos pela taxa de
sobrevivéncia de murganhos vacinados, em comparagdao com
murganhos de controlo, apds provocagdo com a estirpe H3N2

de virus influenza adaptada de murganho (A/Texas/1/77).
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DESCRIGAO DETALHADA DA INVENGAO

A presente invencéao proporciona polipéptidos
multiepitdpicos multiméricos e vacinas baseadas nestes
polipéptidos, compreendendo uma pluralidade de epitopos
peptidicos de virus influenza, como definido pelas

reivindicacdes. A presente 1invencado também proporciona vacinas

baseadas nesses polipéptidos e suas utilizacdes.

Os epitopos peptidicos derivados de proteinas de influenza
sdo Uuteis na preparagdo de vacinas contra influenza. Contudo,
cada péptido isoladamente é quase invisivel ao sistema
imunitdrio, ¢é degradado rapidamente e provoca uma resposta
imunitdria insuficiente. Quando multiplas cdépias de péptidos
imunogénicos sdo apresentadas ao sistema imunitdrio como unico
polipéptido, a magnitude da resposta imunitaria especifica de
epitopo € melhorada. Por exemplo, as vacinas baseadas numa
proteina de fusdo de flagelina recombinante contendo uma uUnica
coépia de um epitopo peptidico de influenza proporcionam uma
razao epitopo/flagelina de, aproximadamente, 1:28. Pela
utilizacgcdo de vacinas multiepitépicas, contendo uma pluralidade
de epitopos em varias coépias cada, pode ser obtida uma razéo
epitopo/flagelina de até 2:1. A ©presente invencdo divulga
polipéptidos multiepitdpicos multiméricos com imunogenicidade
melhorada, em comparagcao com as construcdes e configuracgdes
conhecidas. Os polipéptidos contém, cada, uma pluralidade de
epitopos, em gque cada epitopo estd repetido em multiplas cdpias.
As multiplas cdpias ou repeticdes de cada epitopo podem ser
contiguas como um bloco de cada epitopo. Alternativamente, a

pluralidade de epitopos pode aparecer numa sequéncia
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predeterminada, onde esta sequéncia estd repetida um numero de
vezes no polipéptido. Mostra-se, agora, que ambos estes tipos de
configuracdes dos multiplos epitopos tém resultados
inesperadamente superiores na concessao de imunidade contra

influenza num individuo.

Definicdes

Por razdes de conveniéncia, sdo aqui descritos determinados

termos empregues na descricdo, exemplos e reivindicacédes.

A expressao “apresentacdo de antigénio” significa a
expressado de antigénio na superficie de uma célula em associacgéo
com moléculas de «classe I ou classe II do complexo de
histocompatibilidade principal (MHC-I ou MHC-II) de animais ou

com 0s HLA-I e HLA-II de humanos.

0O termo “imunogenicidade” ou “imunogénico” refere-se a
capacidade de uma substéncia estimular ou deduzir uma resposta
imunitdria. A imunogenicidade ¢é medida, por exemplo, pela
determinacdo da presenca de anticorpos especificos para a
substédncia. A presenca de anticorpos ¢é detetada por métodos
conhecidos na técnica, por exemplo, utilizando um ensaio de

ELISA.

Dependendo do tipo de resposta imunitdria que deduzem, o0s
epitopos de influenza podem ser classificados como tipo célula
B, tipo célula T ou tipo célula B e célula T. A definicao de
epitopo peptidico de célula B ou célula T nédo €& inequivoca; por
exemplo, um epitopo peptidico pode induzir producdo de anticorpo

mas, ao mesmo tempo, esse epitopo pode possuir uma sequéncia que
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possibilita ligagdo a molécula de HLA humana, tornando-a
acessivel a CTL, por este motivo, uma classificacdo de célula B
ou célula T dupla para esse epitopo particular. “CTL”, “células
T assassinas” ou “células T citotdxicas” é um grupo de células T
diferenciadas que reconhecem e lisam células alvo contendo um
antigénio estranho especifico que funciona na defesa contra
infegdo viral e células cancerigenas. “Célula T auxiliar” ou
“Th” ¢é qualgquer das células T que, dgquando estimuladas por um
antigénio especifico, libertam citocinas que promovem a ativacéo

e funcédo de células B e células T assassinas.

A expressao “proteina de fusdo de flagelina recombinante”
refere-se a um polipéptido de flagelina compreendendo um epitopo
peptidico ou um polipéptido multiepitdépico multimérico embutido
na sua sequéncia ou, alternativamente, a uma porgcdo de um
polipéptido de flagelina fundida a um epitopo peptidico ou um
polipéptido multiepitdépico multimérico em qualquer da sua

terminacdo N ou C.

“Sequéncia de aminodcidos”, como aqui utilizado, refere-se
a uma sequéncia de oligopéptido, péptido, ©polipéptido ou
proteina e seu fragmento e a moléculas de ocorréncia natural ou

sintéticas.

Na descrigdo e nas reivindicagdes, o termo “espacgador”
denota qualgquer composto quimico, o gqual pode estar presente na
sequéncia polipeptidica, numa das extremidades ou entre dois
epitopos. De um modo preferido, 0 espacador consiste de
1-4 residuos de aminodcidos. O espagador pode compreender uma
sequéncia que pode ser clivada por meios enzimaticos ou pode
decompor-se espontaneamente. O espacador pode forcar ou induzir

conformacao benéfica ao polipéptido. 0 espacador pode,
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opcionalmente, compreender uma sequéncia clivavel especifica de

protease.

Epitopos Peptidicos Uteis na Preparacido de uma Vacina

Os epitopos peptidicos s&o derivados de proteinas de
influenza selecionadas do grupo consistindo de HA, M1, M2 e NP.
Os epitopos também podem ser selecionados de acordo com o seu

tipo: tipo célula B, tipo Th e tipo CTL.

Deve ser notado que os epitopos peptidicos aqui listados
sao proporcionados apenas com fins exemplificativos. As
proteinas de virus influenza variam entre isolados
proporcionando, desse modo, multiplas sequéncias variantes para
cada proteina de influenza. Consequentemente, a presente
divulgacdo abrange epitopos ©peptidicos tendo uma ou mais

substituicdes, adicdes ou delecdes de aminoéacidos.

A proteina de matriz M1 é um componente estrutural
principal das particulas de virus influenza e forma uma camada
interna do envelope derivado de célula lipidica. No virido e em
células infetadas em fases tardias da replicagdo viral, a
proteina Ml associa-se com as ribonucleoproteinas virais (VvRNP),
as quails sédo compostas por moléculas de ARN viral, multiplas
copias das nucleoproteinas e as trés subunidades da polimerase
viral, mantendo as extremidades dos ARN virais. O dominio
N-terminal de Ml refere-se aos aminocdcidos 1 a cerca do

aminodcido 20 da proteina Ml.

A proteina de matriz M2 é um canal de ido de hidrogénio,

resultando em dissociacdo do complexo de matriz e nucleoproteina
17



nos vacuolos. Este canal idénico liberta o genoma, possibilitando
a entrada de ARN viral no nucleo da célula infetada e o inicio
da replicacdo viral. As substancias terapéuticas contra
influenza, tais como amantadina e rimantadina, atuam pelo
blogqueio da atividade de M2. O influenza B tem uma proteina
equivalente, conhecida como NB; embora nao exista semelhanca de
sequéncia entre M2 e NB, sido ambas proteinas transmembranares e
podem partilhar funcg&o semelhante. O dominio extracelular da
proteina M2, a qual ¢é wuma proteina transmembranar do virus
influenza A, ¢é quase invariante em todas as estirpes de
influenza A. O dominio N-terminal de M2 refere-se a sequéncia de

aminodcidos N-terminal em relacdo ao dominio transmembranar.

A  Tabela 2 proporciona uma lista exemplificativa dos

epitopos peptidicos de M1l e M2 gue podem ser utilizados para

preparacdo dos polipéptidos multiméricos.

Tabela 2. Epitopos peptidicos de M1l e M2

Residuos de
Tipo de Epitopo ) Sequéncia de Aminoacidos SEQ ID N=2:
proteina
M2 6-9 EVET 1
Th M21-15 MSLLTEVETHTRNGW 2
M2 10-18 PIRNEWGCR 3
M2 8-15 ETPIRNEWGC 4
M2 10-20 M2 10-20 PIRNEWGCRCN 5
CTL M2 3-11 LLTEVETPI 6
CTL M2 2-10 SLLTEVETP 7
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(continuacao)

Residuos de

Tipo de Epitopo ) Sequéncia de Aminoacidos SEQ ID N=2:
proteina
CTL M2 2-11 SLLTEVETPI 8
CTL M2 4-11 LTEVETPLT 9
Th M2 1-15 MSLLTEVETP IRNEW 10
Th M2 1-18 MSLLTEVETP IRNEWGCR 11
Th M2 1-15 MSLLTEVETLTKNGW 12
Th M21-15 MSLLTEVETLTRNGW 13
CTL M2 4-12 LTEVETPIR 14
CTL M2 4-13 LTEVETPIRN 15
CTL M2 6-14 EVETPIRNE 16
CTL M2 6-15 EVETPIRNEW 17
CTL M2 4-14 LTEVETPIRNE 18
Th M2 4-18 LTEVETPIRNEWGCR 19
Célula B M2 6-13 EVETPIRN 20
Célula B M2 1-18 MSLLTEVETPTRNEWECR 21
Célula B M2 2-24 SLLTEVETPTRNEWECRCSDSSD 22
Célula B M2 2-24 SLLTEVETPIRNEWGCRCNDSSD 23
Célula B M2 7-15 VETPIRNEW 24
Célula B M1 2-12 SLLTEVETYVL 25
CTL M1 2-12 SLLTEVETYVP 26
CTL M1 3-11 LLTEVETYV 27
CTL M1 13-21 SIVPSGPL 28
CTL M1 17-31 SGPLKAETIAQRLEDV 29
CTL M1 18-29 GPLKAEIAQRLE 30
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(continuacao)

Residuos de
Tipo de Epitopo ) Sequéncia de Aminoacidos SEQ ID N=2:
proteina
CTL M1 27-35 RLEDVFAGK 31
CTL M1 41-51 ALMEWLKTRPI 32
CTL M1 50-59 PILSPLTKGI 33
CTL M1 51-59 ILSPLTKGT 34
CTL M1 55-73 LTKGILGFVFTLTVPSERG 35
CTL M1l 56-68 TKGILGFVFTLTV 36
TL M1 57-68 KGILGFVFTLTV 37
CTL M1 58-66 GILGFVFTL 38
CTL M1 60-68 LGFVFTLTV 39
CTL M1 59-67 ILGFVFTLT 40
TL M1 128-135 ASCMGLIY 41
CTL M1 134-142 RMGAVTTEV 42
CTL M1 145-155 GLVCATCEQIA 43
CTL M1 164-172 OMVATTNPL 44
CTL M1 164-173 OMVATTNPLI 45
CTL M1 178-187 RMVLASTTAK 46
CTL M1 232-240 DLLENLQTY 47

-

A  nucleoproteina (NP) ¢é um dos grupos de antigénios
especificos, o qual distingue entre virus influenza A, B e C. Em
contraste com HA, o NP ¢é altamente conservado, sendo 94%
conservado em todos os virus influenza A. O anticorpo especifico
de NP de virus influenza A nao tem atividade neutralizante de

virus mas a NP €& um alvo importante para linfdécitos citotdxicos
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T (CTL), os quails tém reatividade cruzada com todos os virus de
tipo A (Townsend, J Exp Med 1984 160(2):552-63). Os CTL
reconhecem curtos péptidos sintéticos correspondendo a regides

lineares da molécula de NP de influenza.

A hemaglutinina (HA) é um trimero de glicoproteina embutido
no envelope de influenza. E responsavel pela ligacdo e
penetracdo do virus na célula hospedeira. Os anticorpos para HA
neutralizam a infeciosidade viral. As variacdes antigénicas
desta molécula sao responsaveis por surtos frequentes de
influenza e pelo fraco controlo de infecdo pela imunizacao (Ada

e Jones, Curr Top Microbial Immunol 1986;128:1-54).

A ARN polimerase de virus influenza ¢é um heterocomplexo
composto pelas trés proteinas PBl, PB2 e PA de polimerase (P),
presentes numa razdo 1:1:1. O seu papel na viruléncia de
influenza ndo foi totalmente elucidado. Os exemplos néao
limitativos dos epitopos peptidicos de HA, NP, PRl e PB2 séo

listados na tabela 3.

Tabela 3: Epitopos peptidicos de HA, NP, PB.

Residuos de
Tipo de Epitopo Sequéncia de Aminocacidos |SEQ ID N2:
proteina
Célula B HA 91-108 SKAYSNCYPYDVPDYASL 48
Célula B HA 91-108 SKAFSNCYPYDVPDYASL 49
Célula B HA 107-124 STAYSNCYPYDVPDYASL 50
Célula B HA 143-149 WTGVTQN 51
Célula B HA 150-159 WLTGKNGLYP 52
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(continuacao)

Residuos de

Tipo de Epitopo ) Sequéncia de Aminocdcidos |SEQ ID N2:
proteina
Célula B HA 166-175 WLTEKEGSYP 53
Th HA 306-324 PKYVKONTLKLATGMRNVP 54
CTL HA 521-531 GVKLESMGIYQ 55
CTL HA 518-528 EISGVKLESMG 56
CTL HA 458-467 NVKNLYEKVK 57
Th HA 128-145 KVKILPKDRWTQHTTTGG 58
Th HA 307-319 PKYVKONTLKLAT 59
Th NP 91-99 KTGGPIYRR 60
CTL NP 44-52 CTELKLSDY 61
CTL NP 82-95 HPSAGKDPKKTGGP 62
CTL NP 82-94 HPSAGKDPKKTGG 63
Th NP 206-229 FWRGENGRKTRSAYERMCNILKGK 64
CTL NP 265-273 ILRGSVAHK 65
CTL NP 305-313 KLLONSQVY 66
CTL NP 335-349 SAAFEDLRVLSFIRG 67
CTL NP 335-350 SAAFEDLRVSSFIRGT 68
CTL NP 335-350 SAAFEDLRVLSFIRGY 69
CTL NP380-393 ELRSRYWAIRTRSG 70
CTL NP 380-388 ELRSRYWATI 71
CTL NP 383-391 SRYWAIRTR 72
CTL NP 384-394 YWAIRTRSGG 73
CTL NP 382-390 SRYWAIRTR 74
CTL NP 418-426 LPFDKPTIM 75
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(continuacao)

Residuos de
Tipo de Epitopo ) Sequéncia de Aminocdcidos |SEQ ID N2:
proteina
CTL PBR1 591-599 VSDGGPNLY 76
CTL PBR1 571-579 RRSFELKKL 77
CTL PBR2 368-376 RRATAILRK 78
CTL (flu B) NP 30-38 RPIIRPATL 79
CTL(flu B) NP 263-271 ADRGLLRDI 80
Th (flu B) HA 308-320 PYYTGEHAKAIGN 81
B (flu B) HA 354-372 PAKLLKERGFFGAIAGFLE 82

Moléculas Quiméricas ou Recombinantes

Uma “proteina quimérica”, “polipéptido quimérico” ou
“proteina recombinante” sdo utilizados com o mesmo significado e
referem-se a um polipéptido multimérico de influenza ligado
operativamente a um polipéptido que ndo o polipéptido a partir
do qual o epitopo peptidico foi derivado. 0Os polipéptidos
multiepitdépicos multiméricos podem ser preparados por expressao
num vetor de expressido per se ou como uma proteina quimérica. Os
métodos para produzir uma proteina quimérica ou recombinante,
compreendendo um ou mais epitopos peptidicos de influenza, séao
conhecidos pelos especialistas na técnica. Uma sequéncia de
dcido nucleico codificando um ou mais epitopos peptidicos de
influenza pode ser inserida num vetor de expressao para
preparacdao de uma construcdo polinucleotidica para propagacdo e
expressdo em células hospedeiras. Uma construcdo de A&cido
nucleico codificando um polipéptido compreendendo multiplas
repeticdes de varios epitopos, tal como um polipéptido
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multiepitdépico multimérico, pode ser preparada pela ligacdo de
construcdes polinucleotidicas mais pequenas contendo sitios de

restricdo apropriados nas suas extremidades 3’ e 5’.

Num exemplo ndo limitativo, o polipéptido gquimérico pode
incluir quimeras de um epitopo peptidico de influenza com um dos
seguintes polipéptidos: flagelina, toxina da Cdlera, toxina do
Tétano, Ovalbumina, proteina do choque térmico da Tuberculose,
Toxoide Diftérico, Proteina G do virus sincicial respiratédrio,
Proteina de Membrana Externa de Neisseria
meningitides, nucleoproteina do virus da estomatite vesicular,
glicoproteina do virus da estomatite vesicular, Proteina Rica em
Glutamato de Antigénio de Plasmodium falciparum, Proteina 3 de

Superficie de Merozoito ou proteina de envelope dos Virus.

A expressdo “wetor de expressao” e “Y“wetor de expressao
recombinante”, como aqui utilizada, refere-se a uma molécula de
ADN, por exemplo, um plasmideo, flagelina ou virus, contendo
sequéncias de adcido nucleico, desejadas e apropriadas,
necessarias para a expressao dos epitopos peptidicos
recombinantes para expressao numa célula hospedeira particular.
Como aqui utilizado “ligado de um modo operativo” refere-se a
uma ligacdo funcional de, pelo menos, duas sequéncias. Ligado de
um modo operativo inclui ligacdo entre um promotor e uma segunda
sequéncia, por exemplo, um &acido nucleico da presente invencgéo,
em que a sequéncia promotora 1inicia e medeia a transcricgdo da

sequéncia de ADN correspondendo a segunda sequéncia.

As regibes regulatdrias necessdrias para transcrigdo dos
epitopos peptidicos podem ser proporcionadas pelo vetor de
expressao. A natureza precisa das regiodes regulatdrias

necessarias para expressao génica pode variar entre vetores e
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células hospedeiras. Em geral, é requerido um promotor, o qual é
capaz de se ligar a ARN polimerase e promover a transcricao de
uma sequéncia de acido nucleico associada de um modo operativo.
As regides regulatdrias podem incluir aguelas sequencias néo
codificantes em 5’ envolvidas com a iniciacgdo da transcricdo e
traducdo, tais como a caixa TATA, sequéncia de encapsulacao,
sequéncia CAAT e semelhantes. A regid&o ndo codificante, 3’ em
relacéao a sequéncia codificante, pode conter sequéncias
regulatdérias de terminacéao de transcricéao, tais como
terminadores e sitios de poliadenilacdo. Um coddo de iniciacéo

de traducédo (ATG) também pode ser proporcionado.

De modo a clonar as sequéncias de &cido nucleico no sitio
de clonagem de um vetor, sdo adicionados ligantes ou adaptadores
proporcionando os sitios de restricdo compativeis apropriados
durante a sintese dos acidos nucleicos. Por exemplo, um sitio de
enzima de restricdo desejado pode ser introduzido num fragmento
de ADN por amplificacdo do ADN por wutilizacdo de PCR com

iniciadores contendo o sitio de enzima de restricdo desejado.

Uma construcdo de expressdo compreendendo uma sequéncia de
epitopo peptidico, associada de modo operativo a regides
regulatdérias, pode ser diretamente introduzida em células
hospedeiras apropriadas para expressdo e producao do polipéptido
multiepitdpico multimérico per se ou como proteinas de fuséo
recombinantes. Os vetores de expressdo que podem ser utilizados
incluem mas nédo estdo limitados a plasmideos, cosmideos, fago,
fagemideos, flagelina ou virus modificados. Tipicamente, esses
vetores de expressao compreendem uma origem de replicagao
funcional ©para propagagdaoc do vetor numa célula hospedeira

apropriada, um ou mais sitios de endonuclease de restricéo para
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insercdo da sequéncia génica desejada e um ou mais marcadores de

selecéao.

A construcdo polinucleotidica recombinante compreendendo o
vetor de expressdo e um polipéptido multimérico deve ser,
depois, transferida para uma célula hospedeira bacteriana, onde
se pode replicar e ser expressa. Isto pode ser alcancado por
métodos conhecidos na técnica. O vetor de expressdo é utilizado
com uma célula hospedeira procaridtica ou eucaridética
compativel, a qual pode ser derivada de Dbactérias, levedura,

insetos, mamiferos e humanos.

De acordo com um exemplo nao limitativo, o vetor de
expressdo é um vetor de flagelina, por exemplo, como divulgado
no documento US 6130082. O vetor plasmidico pode conter o gene
fl1liC de flagelina com sitios de restricdo unicos, em que o
polipéptido multimérico estd inserido na regido hipervariavel da
flagelina e a ©proteina de fusdo de flagelina recombinante
contendo o polipéptido multiepitdpico & expressa em Salmonela ou
E. Coli mutante deficiente em flagelos. As células hospedeiras
que expressam a proteina de fusdo de flagelina recombinante

podem ser formuladas como vacinas vivas.

Producédo do Polipéptido Multimérico

Uma vez expresso pela célula hospedeira, o polipéptido
multimérico pode ser separado de componentes nado desejados por
varios métodos de purificacdo de proteina. Um desses métodos
utiliza uma cauda de poli-histidina na proteina recombinante.
Uma cauda de poli-histidina consiste em, pelo menos, seis

residuos de histidina (His) adicionados a uma proteina
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recombinante, frequentemente, na terminacdo N ou C. As caudas de
poli-histidina sé&o, frequentemente, utilizadas para purificacéao
de afinidade de ©proteinas recombinantes marcadas com poli-
histidina gque sdo expressas em E. coli ou outros sistemas de
expressao procaridticos. As células bacterianas s&o recolhidas
por centrifugagdo e o sedimento celular resultante pode ser
lisado por meios fisicos ou com detergentes ou enzimas, tal como
lisozima. O 1lisado em bruto contém, nesta fase, a proteina
recombinante entre varias outras proteinas derivadas das
bactérias e sdo incubadas com meios de afinidade, tais como NTA-
agarose, resina HisPur ou resina Talon. Estes meios de afinidade
contém ides metdlicos ligados, niquel ou cobalto, aos quais a
cauda de poli-histidina se 1liga com afinidade micromolar. A
resina ¢, depois, lavada com tampdo de fosfatos para remover
proteinas gque nao interagem especificamente com o idc de cobalto
ou niquel. A eficiéncia de lavagem pode ser melhorada pela
adicdo de imidazole a 20 mM e as proteinas sé&do, depois,
habitualmente eluidas com imidazole a 150-300 mM. A cauda de
poli-histidina pode ser, subsequentemente, removida utilizando
enzimas de restricdo, endoproteases ou exoproteases. O0s kits
para a purificagédo de proteinas marcadas com histidina podem ser

adquiridos, por exemplo, a partir da Qiagen.

Outro método é através da producdo de corpos de incluséao,
0s quais s&do agregados inativos de proteina que se podem formar
quando um polipéptido recombinante ¢é expresso num procariota.
Embora o ADNc ©possa codificar devidamente para um ARNm
traduzivel, a proteina que resulta pode nado se enrolar
corretamente, ou a hidrofobicidade dos epitopos peptidicos
adicionados pode fazer com que o polipéptido recombinante se
torne insoluvel. Os COrpos de incluséao sao facilmente

purificados por métodos bem conhecidos na técnica. Diversos
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processos para a purificacdo de <corpos de inclusao séao
conhecidos na técnica. Os corpos de inclusdo podem ser
recuperados de lisados Dbacterianos por centrifugacdo e séo
lavados com detergentes e agentes quelantes, para remover tanta
proteina Dbacteriana como possivel da proteina recombinante
agregada. Para se obter proteina soluvel, os corpos de inclusao
lavados s&o dissolvidos em agentes desnaturantes e a proteina
libertada &, depois, reenrolada por remogao gradual dos
reagentes desnaturantes por diluicdo ou didlise (como descrito,
por exemplo, em Molecular cloning: a laboratory  manual,

32 edigao, Sambrook, J. e Russell, D. W., 2001; CSHL Press).

Alternativamente, a proteina de fuséao de flagelina
recombinante retém a capacidade para formar flagelos intactos.
Diversos processos para a purificacdo dos flagelos intactos séao
conhecidos na técnica. As moléculas de flagelina recombinantes
podem ser expressas por uma estirpe parental, deficiente em
flagelina, ndo moével, de bactérias que produzem flagelos

funcionais.

Formulacdo Vacinal

As vacinas da presente invencdo compreendem um polipéptido
multiepitdpico e, opcionalmente, um adjuvante. A vacina pode ser
formulada para administracdo num de muitos modos diferentes. De
acordo com uma forma de realizacdo da divulgacdo, a vacina é
administrada intranasalmente. A formulacdo vacinal pode ser
aplicada no tecido 1linfatico do nariz, em qualquer modo
conveniente. Contudo, prefere-se aplicd-la como uma corrente de
liquido ou goticulas de liguido nas paredes da passagem nasal. A

composicdo intranasal pode ser formulada, por exemplo, na forma
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liquida como gotas nasais, spray ou adequada para inalacdo, como
pbd, como creme ou como emulsdo. A composicdo pode conter uma
variedade de aditivos, tais como adjuvante, excipiente,

estabilizantes, tampdes ou conservantes.

Para aplicagédo direta, a composicdo wvacinal ¢é, de um modo
preferido, proporcionada num recipiente apropriado para
distribuicdo do polipéptido ou proteina de fusdo recombinante na
forma de gotas nasais ou um aerossol. Em determinadas formas de
realizacéo preferidas, a vacina ¢ formulada para distribuicgao
mucosal, em particular, distribuicdo nasal (Arnon et al.,
Biologicals. 2001; 29(3-4) :237-42; Ben-Yedidia et al., Int
Immunol. 1999; 11(7):1043-51).

Noutra forma de realizacdo da divulgacgdo, a administracédo é
oral e a vacina pode ser apresentada, por exemplo, na forma de
um comprimido ou encerrada numa cépsula de gelatina ou uma

microcapsula.

Ainda noutra forma de realizacdo, a vacina é formulada para
administragdo parentérica. Em algumas formas de realizagdo, a
vacina ¢ formulada para inoculacdo de massa, por exemplo, para
utilizacdo com um injetor a jato ou um cartucho de utilizacéo
tinica. De acordo com ainda outra forma de realizacédo, a

administragdo é intramuscular.

De acordo com ainda outra forma de realizacgéo, a
administracdo é intradérmica. Agulhas especificamente concebidas
para depositar a vacina intradermicamente sdo conhecidas na
técnica, como divulgadas, por exemplo, entre outros, nos

documentos 6843781 e 7250036. De acordo com outras formas de
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realizacdo, a administracdo ¢é realizada com um injetor sem

agulhas.

Para os especialistas na técnica, a formulacdo destas

modalidades é conhecimento geral.

Os lipossomas proporcionam outro sistema de distribuicéo
para a distribuicdo e apresentacdo de antigénio. Os lipossomas
sdo vesiculas de bicamadas compostas por fosfolipidos e outros
esterdis circundando um centro tipicamente aquoso, onde
antigénios ou outros produtos podem ser encapsulados. A
estrutura de lipossoma € altamente versdtil, com muitos tipos
variando em tamanhos de nandmetro a micrdémetro, de cerca de
25 nm a cerca de 500 pm. Verificou-se que o0s lipossomas sao
eficazes na distribuicdo de agentes terapéuticos a superficies
dérmicas e mucosais. Os lipossomas podem ser ainda modificados
para distribuicdo direcionada, por exemplo, pela incorporacao de
anticorpos especificos na membrana de superficie, ou alterados
para encapsular Dbactérias, virus ou parasitas. O tempo de
sobrevivéncia média ou semi-vida da estrutura intacta de
lipossoma pode ser prolongado com a 1inclus&o de determinados
polimeros, por exemplo, polietilenoglicol, permitindo a
libertacdo prolongada in vivo. Os lipossomas podem ser

unilamelares ou multilamelares.

A composicao vacinal pode ser formulada por: encapsulacao
de um antigénio ou um complexo de antigénio/adjuvante em
lipossomas, para formar antigénio encapsulado em lipossoma e
mistura do antigénio encapsulado em lipossoma com um veiculo
compreendendo uma fase continua de uma substé&ncia hidrdéfoba. Se
um complexo de antigénio/adjuvante ndo for utilizado na primeira

etapa, um adjuvante adequado pode ser adicionado ao antigénio
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encapsulado em lipossoma, a mistura de antigénio encapsulado em
lipossoma e veiculo ou ao veiculo, antes de o veiculo ser
misturado com o antigénio encapsulado em lipossoma. A ordem do
processo pode depender do tipo de adjuvante utilizado.
Tipicamente, gquando ¢é wutilizado um adjuvante, como alumen, o©
adjuvante e o antigénio sé&o primeiro misturados, para formar um
complexo de antigénio/adjuvante, seguido de encapsulacdo do
complexo de antigénio/adjuvante com lipossomas. O antigénio
encapsulado em lipossoma resultante &, depois, misturado com o
veiculo. Dependendo do contexto, a expressao “antigénio
encapsulado em lipossoma” pode referir-se a encapsulacdo do
antigénio isoladamente ou a encapsulacadao do complexo de
antigénio/adjuvante. Isto promove contacto intimo entre o
adjuvante e o antigénio e pode, pelo menos em parte, contribuir
para a resposta imunitaria quando ¢é wutilizado altumen como ©
adjuvante. Quando ¢é utilizado outro, o antigénio pode ser
primeiro encapsulado em lipossomas e o antigénio encapsulado em
lipossoma resultante ¢, depois, misturado no adjuvante numa
substancia hidrdéfoba.

Na formulacéao de uma composicéao vacinal que é
substancialmente isenta de 4agua, o antigénio ou complexo de
antigénio/adjuvante é encapsulado com lipossomas e misturado com
uma substadncia hidrdéfoba. Na formulacdo de uma vacina numa
emulsdo de A&gua-em-uma substancia hidrdfoba, o antigénio ou
complexo de antigénio/adjuvante é encapsulado com lipossomas num
meio aquoso, seguido da mistura do meio agquoso com uma
substéancia hidrdéfoba. No caso da emulsédo, para manter a
substédncia hidrdéfoba na fase continua, o meio agquoso contendo os
lipossomas pode ser adicionado em aliquotas, com mistura, a

substadncia hidrdéfoba.
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Em todos os métodos de formulacdo, antes de ser misturado
com a substancia hidréfoba ou com o meio aquoso, consoante o
caso, 0 antigénio encapsulado em lipossoma pode ser liofilizado.
Em alguns casos, um complexo de antigénio/adjuvante pode ser
encapsulado por lipossomas, seguido de liofilizacd&o. Noutros
casos, o antigénio pode ser encapsulado por lipossomas, seguido
pela adicdo de adjuvante, depois, liofilizacdo, para formar um
antigénio encapsulado em lipossoma liofilizado com adjuvante
externo. Ainda noutro caso, o0 antigénio pode ser encapsulado por
lipossomas, seguido de liofilizacao, antes da adicéo de
adjuvante. A liofilizacdo pode promover melhor interacdo entre o

adjuvante e o antigénio, resultando numa vacina mais eficaz.

A formulagdo do antigénio encapsulado em lipossoma numa
substancia hidréfoba também pode envolver a utilizagdo de um
emulsionante, para promover a distribuicdo mais uniforme dos
lipossomas na substancia hidrdéfoba. Os emulsionantes tipicos séo
bem conhecidos na técnica e incluem oleato de manida
(Arlacel™ A), lecitina, Tween™ 80, Spans™ 20, 80, 83 e 85. O
emulsionante é utilizado numa quantidade eficaz para promover a
distribuicdo uniforme dos lipossomas. Tipicamente, a razado de
volume (v/v) de substédncia hidrdéfoba para emulsionante € na gama

de cerca de 5:1 a cerca de 15:1.

As microparticulas e nanoparticulas empregam pequenas
esferas Dbiodegradaveis, as quais atuam como depdsitos para
distribuicdo wvacinal. A principal vantagem qgque as microsferas
poliméricas possuem em relagcdo a outros adjuvantes efetuando
depdsito é que sao extremamente seguras e foram aprovadas pela
Food and Drug Administration nos EUA para utilizacdo em medicina
humana, como suturas adequadas e para utilizacdo como um sistema

de distribuicdo de farmacos biodegradavel (Langer R. Science.
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1990; 249(4976) :1527-33). As taxas de hidrdélise de copolimero
estdo muito bem caracterizadas, as quais, por sua vez, permitem
a preparacdo de microparticulas com libertacdo prolongada de
antigénio ao longo de periodos de tempo prolongados (O’Hagen,

et al., Vaccine. 1993;11(9):965-9).

A administracdo parentérica de microparticulas deduz
imunidade de longa duracao, especialmente se incorporarem
caracteristicas de libertacdo prolongada. A taxa de libertacéao
pode ser modulada pela mistura de polimeros e seus pesos
moleculares relativos, os quais 1irdo hidrolisar ao longo de
periodos de tempo varidveis. Sem se desejar a ligacdo a teoria,
a formulagdo de particulas de diferentes tamanhos (1 pm a
200 pm) também pode contribuir para respostas imunoldgicas de
longa duracéao, dado que as grandes ©particulas devem ser
decompostas em particulas mais pequenas antes de ficarem
disponiveis para absorcdo por macrdéfagos. Neste modo, poderia
ser desenvolvida uma vacina de injecdo uUnica pela integracdo de
diversos tamanhos de particula prolongando, desse modo, a
apresentacao de antigénio e beneficiando grandemente 0s

produtores de gado.

Em algumas aplicacdes, um adjuvante ou excipiente pode ser
incluido na formulacdo vacinal. Montanide™ (adjuvante Incompleto
de Freund) e alumen, por exemplo, s&o adjuvantes preferidos para
utilizagdo humana. A escolha do adjuvante serd determinada, em
parte, pelo modo de administracdo da wvacina. Por exemplo, a
vacinacdo nao injetada ird conduzir a melhor observéncia global
e custos globais inferiores. Um modo de administracdo preferido
¢ a administracdo intramuscular. Outro modo de administracéo
preferido é administracao intranasal. Os exemplos nao

limitativos de adjuvantes intranasais incluem quitosano em po,
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microsferas de PLA e PLG, QS-21, nanoparticulas de fosfato de
cdlcio (CAP) e mCTA/LTB (toxina de cdlera mutante E112K com

subunidade pentamérica B de enterotoxina termolédbil).

0O adjuvante wutilizado também pode ser, teoricamente,
qualgquer dos adjuvantes conhecidos para vacinas baseadas em
péptidos ou proteinas. Por exemplo: adjuvantes inorgdnicos na
forma de gel (hidrdéxido de aluminio/fosfato de aluminio, Warren
et al., 1986; fosfato de célcio, Relyvelt, 1986); adjuvantes
bacterianos, tais como monofosforil-lipido A (Ribi, 1984; Baker
et al., 1988) e péptidos de muramilo (Ellouz et al., 1974;
Allison e Byars, 1991; Waters et al., 1986); adjuvantes
particulados, tais como os denominados  ISCOMS (“complexos
imunoestimulatdérios”, Mowat e Donachie, 1991; Takahashi et al.,
1990; Thapar et al., 1991), lipossomas (Mbawuike et al. 1990;
Abraham, 1992; Phillips e Emili, 1992; Gregoriadis, 1990) e
microsferas biodegradaveis (Marx et al., 1993); adjuvantes
baseados em emulsdes de &leo e emulsionantes, tais como IFA
(“adjuvante Incompleto de Freund” (Stuart-Harris, 1969; Warren
et al., 1986), SAF (Allison e Byars, 1991), saponinas (tal como
0S-21; Newman et al., 1992), esqualeno/esqualano (Allison e
Byars, 1991); adjuvantes sintéticos, tais como copolimeros em
bloco nédo idénicos (Hunter et al., 1991), andlogos de péptido de
muramilo (Azuma, 1992), lipido A sintético (Warren et al., 1986;
Azuma, 1992), polinucledtidos sintéticos (Harrington et al.,

1978) e adjuvantes policatidnicos (documento WO 97/30721).

Os adjuvantes para utilizacdo com imunogénios da presente
invencdo incluem sais de aluminio ou célcio (por exemplo, sais
de hidréxido ou fosfato). Um adjuvante particularmente preferido
para a presente utilizagédo ¢ um gel de hidrdéxido de aluminio,

tal como o Alhydrogel™., As nanoparticulas de fosfato de calcio
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(CAP) sé&o um adjuvante sendo desenvolvido pela Biosante, Inc
(Lincolnshire, I11.). 0O imunogénio de interesse pode ser
revestido no exterior de particulas ou encapsulado dentro do seu
interior [He et al. (novembro de 2000) Clin. Diagn. Lab.

Immunol., 7(6):899-903].

Outro adjuvante para utilizacdo com um imunogénio da
presente invengcdo é uma emulsdo. Uma emulsdo contemplada pode
ser uma emulsdo de dleo-em—-&gua ou uma emulsdo de agua-em-6leo.
Além das particulas de proteina quimérica imunogénica, essas
emulsdes compreendem uma fase de dleo de esqualeno, esqualano,
6leo de amendoim ou semelhantes, com sdo bem conhecidos, e um
agente dispersante. O0Os agentes dispersantes ndo idénicos sao
preferidos e esses materiais incluem ésteres de acido mono e di-
C12-Czs—gordo de sorbitano e manida, tais como monoestearato de

sorbitano, monooleato de sorbitano e monooleato de manida.

Essas emulsdes sdao, por exemplo, emulsdes de agua-em-d6leo
que compreendem esqualeno, glicerol e um tensiocativo, tal como
monooleato de manida (Arlacel™ A), opcionalmente com esqualano,
emulsionado com as particulas de proteina quimérica numa fase
aquosa. Os componentes alternativos da fase de &leo incluem
tocoferol alfa, di e triglicéridos de cadeia mista e ésteres de
sorbitano. Os exemplos bem conhecidos dessas emulsdes incluem
Montanide™ ISA-720 e Montanide™ ISA 703 (Seppic, Castres,
Franca). Outros adjuvantes de emulsdo de 6leo-em-agua incluem os

divulgados nos documentos WO 95/17210 e EP 0399843.

A utilizacdo de adjuvantes de moléculas peguenas também
estd aqui contemplada. Um tipo de adjuvante de moléculas
pequenas Util na presente é um derivado de 7-substituida-8-oxo-—

ou 8-sulfo-guanosina, descrito nas Pat. U.S. N2 4539205, Pat.
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U.S. N¢ 4643992, Pat. U.S. N2 5011828 e Pat. U.S. N¢ 5093318. A
7-alil-8-oxoguanosina (loxoribina) mostrou ser particularmente
eficaz na inducdo de uma resposta especifica de antigénio

(imunogénio) .

Um adjuvante wGtil inclui monofosforil-lipido A (MPL®),
3-desacil monofosforil-lipido A (3D-MPL®), um adjuvante bem
conhecido, fabricado por Corixa Corp. de Seattle, anteriormente
Ribi  Immunochem, Hamilton, Mont. O adjuvante contém trés
componentes extraidos de bactérias: monofosforil-lipido A (MPL),
dimicolato de trealose (TDM) e esqueleto de parede celular (CWS)
(MPL+TDM+CWS), numa emulsdo de esqualeno/Tween™ 80 a 2%. Este
adjuvante pode ser preparado pelos métodos ensinados no

documento GB 2122204B.

Outros compostos sao estruturalmente relacionados com 0O

adjuvante MPL®, denominado aminoalqgquilo glucosamida
fosfatos (AGP), tais como os disponiveis a partir de Corixa
Corp, sob a designacdo adjuvante RC-529™ {sal de trietilamdnio
de 2-[(R)—-3-tetra-decanoiloxitetradecanoilamino]-etil-2-desoxi-
4-0-fosfon-0-3-0-[ (R) -3-tetradecanoiloxitetra-decanoil]-2-[ (R) -
3-tetra-decanoiloxitet-radecanoil-amino]-p-D-glucopirandsido}.
Um adjuvante RC-529 estd disponivel numa emulsdo de esqualeno,
comercializada como RC-529SE e numa formulacdo aquosa, Ccomo
RC-529AF, disponivel a partir de Corixa Corp. (ver Pat. U.S.
Ne 6355257 e Pat. U.S. Ne 6303347; Pat. U.S. Ne 6113918;
e Publicacdo U.S. N2 03-0092643).

Adjuvantes ainda contemplados incluem adjuvantes
oligonucleotidicos sintéticos contendo o motivo nucleotidico
CpG, uma ou mais vezes (mais sequéncias flanqueantes),

disponiveis a partir de Coley Pharmaceutical Group. O adjuvante
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designado Qs21, disponivel a partir de Aquila
Biopharmaceuticals, Inc., sao fracdes de saponina
imunologicamente activas tendo atividade de adjuvante derivada
da casca da Aarvore Sul-americana Quillaja Saponaria Molina
(e. g., Quil™ A) e o método da sua producdo é divulgado na Pat.
U.S. N¢ 5057540. Os derivados de Quil™ A, por exemplo, QS21 (um
derivado de fracdo purificado por HPLC de Quil™ A, também
conhecido como QA21) e outras fracdes, tal como QAl1l7, também séao
divulgados. Os derivados semi-sintéticos e sintéticos de
saponinas de Quillaja Saponaria Molina também s&o uteis, tais
como 0s descritos na Pat. U.S. Ne 5977081 e Pat. U.S.
Ne 6080725. 0O adjuvante denominado MF59, disponivel a partir de
Chiron Corp., ¢é descrito na Pat. U.S. N¢ 5709879 e Pat. U.S.
Ne 6086901.

Os adjuvantes de dipéptido de muramilo também estéo
contemplados e incluem N-acetil-muramil-L-treonil-D-isoglutamina
(thur-MDP) , N-acetil-nor-muramil-L-alanil-D-isoglutamina [CGP
11637, referido como nor-MDP] e N-acetilmuramil-L-alanil-D-
isoglutaminil-L-alanina-2-(1’'-2’-dipalmitiol-s—-n—-glicero—-3-
hidroxifosforiloxi) etilamina [ (CGP) 19834, referido como
MTP-PE]. Os denominados andlogos de dipéptido de muramilo séo

descritos na Pat. U.S. N¢ 4767842.

Outras misturas de adjuvante incluem combinac¢des de 3D-MPL
e QS21 (documento EP 0671948 Bl), emulsdes de O&leo—-em—-agua
compreendendo 3D-MPL e Qs21 (documentos WO 95/17210,
PCT/EP98/05714), 3D-MPL formulado com outros veiculos (documento
EP 0689454 Bl), QS21 formulado em lipossomas contendo colesterol
(documento WO 96/33739) ou oligonucledtidos imunoestimulatdrios
(documento WO 96/02555). O adjuvante SBAS2 (agora AS02),

disponivel a partir de SKB (agora Glaxo-SmithKline), contém QS21
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e MPL numa emulsdo de 6leo-em—-&gua, também é util. Os adjuvantes
alternativos incluem os descritos no documento WO 99/52549 e
suspensdes de ndo particulados de éter de polioxietileno (Pedido

de Patente UK N¢ 9807805.8).

A utilizacdo de um adjuvante que contém um ou mais
agonistas para o recetor 4 semelhante a Toll (TLR-4), tal como
um adjuvante MPL®, ou um composto estruturalmente relacionado,
tais como um adjuvante RC-529° ou um mimético de lipido A,
isoladamente ou Jjuntamente com um agonista para TLR-9, tal como
um oligodesoxinucledétido ndo metilado contendo o motivo CpG,

também é opcional.

Outro tipo de mistura de adjuvante compreende uma emulsao
de dgua-em-d6leo estével contendo, ainda, aminoalquilo
glucosamina fosfatos, tal como descrito na Pat. U.S. N2 6113918.
Dos aminoalgquilo glucosamina fosfatos, a molécula conhecida como
RC-529 {sal de trietilaménio de (2-1(R)-3-
tetradecanoiloxitetradecanoilamino]etil 2-desoxi-4-0-fosfono-3-
O-[(R)-3-tetradecanoiloxi-tetradecanoil]-2-[ (R)-3——
tetradecanoiloxitetra-decanoilamino] -p-D-glucopirandsido) } e a
muito preferido. Uma emulsdo de A&gua-em-6leo preferida &

descrita no documento WO 9956776.

Os adjuvantes sao utilizados numa quantidade de adjuvante,
a qual pode variar com o adjuvante, animal hospedeiro e
imunogénio. As gquantidades tipicas podem variar de cerca de
1 .mcg a cerca de 1 mg por imunizacdo. Os especialistas na
técnica sabem que as concentragdes ou quantidades apropriadas

podem ser facilmente determinadas.
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As composicdes vacinais compreendendo um adjuvante baseado
em emulsdo de d6leo em agua também estdo incluidas no ambito da
presente invencdo. A emulsdo de &gua em 6leo pode compreender um
6leo metabolizavel e uma saponina, tal como, por exemplo, como
descrita no documento US 7323182. 0 6leo e uma saponina estéo
presentes, por exemplo, numa razao compreendida entre 1:1 e

200:1.

De acordo com varias formas de realizacgdo, as composicdes
vacinais de acordo com a presente invencdo podem conter um ou
mais adjuvantes, caracterizados por estarem presentes como uma
solucdo ou emulsdo, a qual € substancialmente isenta de ides de
sais inorgénicos, em que a referida solucdo ou emulsdo contém
uma ou mais substancias soluveis em 4agua ou emulsiondveis em
dgua, a qual é capaz de tornar a vacina isotédénica ou hipotdnica.
As substéncias soluveis em agua ou emulsionaveis em &agua podem
ser, por exemplo, selecionadas do grupo consistindo de: maltose;
frutose; galactose; sacarose; &alcool de acucar; lipido; e suas

combinacdes.

As formulagdes da presente invencdo podem, opcionalmente,
compreender um agente de melhoramento de distribuic¢do mucosal,
tal como, por exemplo, um péptido permeabilizante, gue melhora
de um modo reversivel o transporte paracelular epitelial mucosal
pela modulagdo da estrutura e/ou fisiologia de jungdo epitelial,

como descrito no documento US 2004/0077540.

Os polipéptidos multiepitdépicos multiméricos da presente
invengdo podem compreender, de acordo com varias formas de
realizacdo especificas, um adjuvante de proteossoma. O adjuvante
de proteossoma compreende uma preparacao purificada de

proteinas de membrana externa de preparacdes de meningococos e
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semelhantes de outras bactérias. Estas proteinas sé&o
altamente hidréfobas, refletindo o seu papel como proteinas e
porinas transmembranares. Devido as suas interacgdes de
proteina-proteina hidréfobas, quando apropriadamente isoladas,
as proteinas formam estruturas multimoleculares consistindo de
vesiculas de membrana de cerca de 60-100 nm de diémetro,
intactas ou fragmentadas. Este estado fisico semelhante a
lipossoma permite que o adjuvante de proteossoma atue como um

veiculo proteico e também atue como um adjuvante.

A utilizacdo do adjuvante de proteossoma foi descrita na
técnica anterior e é revista por Lowell GH em “New Generation
Vaccines”, Segunda Edig¢ao, Marcel Dekker 1Inc, Nova Iorque,
Basileia, Hong Kong (1997), paginas 193-206. As vesiculas de
adjuvante de proteossoma sdo descritas como compardveis em
tamanho a determinados virus, os quais sdo hidrdéfobos e seguros
para utilizac&o humana. A revisdo descreve a formulacdo de
composicdes compreendendo complexos nao covalentes entre
diversos antigénios e vesiculas de adjuvante de proteossoma, as
quais sao formadas quando detergente solubilizante é removido,
de um modo seleciondvel, wutilizando tecnologia de didlise

exaustiva.

Os polipéptidos da presente invencdo sdo, opcionalmente,
complexados as vesiculas de antigénio de proteossoma através de
fracbes hidrdédfobas. Por exemplo, um antigénio é conjugado a uma
fragcdo de 1lipido, tal como um grupo acilo gordo. Essa fracéao
hidréfoba pode ser ligada diretamente ao polipéptido multimérico
ou, alternativamente, um curto espacador, por exemplo, de um,
dois, trés ou quatro, até seis ou dez aminoacidos, pode ser
utilizado para ligar o polipéptido multimérico ao grupo gordo.

Esta Aancora hidrdéfoba interage com a membrana hidrdéfoba das
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vesiculas de adjuvante de proteossoma apresentando,

simultaneamente, o péptido antigénico geralmente hidrdéfilo.

Em particular, uma A&ncora hidréfoba pode compreender um
grupo acilo gordo ligado a terminagdo amino ou prdéximo da
terminacdo carboxilo do polipéptido multimérico. Um exemplo é o
lauroilo com cadeia de doze carbonos (CHz (CH) 10CO), embora
qualquer grupo acilo gordo servindo de modo semelhante,
incluindo mas ndo limitado a grupos acilo que sao de
comprimentos de cadeia de oito, dez, catorze, dezasseis, dezoito
ou vinte carbonos, também pode servir como ancoras hidrdéfobas. A
adncora pode estar ligada ao péptido antigénio utilizando um
espacador de imunopotenciacdo. Esse ligante pode consistir de
1-10 aminoacidos, os quais podem auxiliar na manutencdo da

estrutura conformacional do péptido.

Os dois componentes, que sdo o polipéptido multimérico e o
adjuvante de proteossoma, podem ser formulados pela mistura dos
componentes numa solugcdo selecionada de detergente(s) e, depois,
remogao do (s) detergente (s) por métodos de
diafiltracdo/ultrafiltracdo. Em geral, a razdo de adjuvante de
proteossoma para polipéptido multimérico contido na composicgéo
¢, de um modo preferido, superior a 1:1 e pode ser, por exemplo,
1:2, 1:3, 1:4 até 1:5, 1:10 ou 1:20 (em peso). As solucdes a
base de detergente dos dois componentes podem conter o© mesmo
detergente ou detergentes diferentes e mais de um detergente
pode estar presente na mistura submetida a
ultrafiltracdo/diafiltracdo. Os detergentes adequados incluem
Triton, Empigen e Mega-10. Outros detergentes adequados também
podem ser utilizados. Os detergentes servem para solubilizar os

componentes utilizados para preparar a composicao.
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As vacinas compreendendo diferentes polipéptidos
multiméricos podem ser ©produzidas pela mistura de varios
diferentes péptidos antigénicos com adjuvante de proteossoma.
Alternativamente, duas ou mais composicdes de adjuvante de
proteossoma/péptido antigénico podem ser produzidas e
subsequentemente misturadas.

Enquanto que a vacina de influenza comercial que ¢é
produzida em ovos induz alergia em individuos que sé&do sensiveis
a ovos de galinha, a vacina multimérica nado deduz essas
respostas, como manifestado pelo titulo de IgE, antes e apds a

imunizacéao.

O teor de antigénio ¢é mais bem definido pelo efeito
bioldgico que provoca. Naturalmente, deve estar ©presente
antigénio suficiente para provocar a producdo de gquantidades
mensuraveils de anticorpo protetor. Um teste conveniente para a
atividade bioldégica de virus envolve a capacidade de o material
antigénico submetido a testes deplecionar um anti-soro positivo
conhecido do seu anticorpo protetor. O resultado é referido no
log negativo da LDsy (dose letal, 50%) para murganhos tratados
com organismos virulentos, os quais sdo pré-tratados com um
anti-soro conhecido, o qual, ele prdprio, foi pré-tratado com
diversas diluig¢cdes do material antigénico sendo avaliado. Um
valor elevado €, por conseguinte, refletivo de um teor elevado
de material antigénico, o qual reteve os anticorpos no anti-soro
conhecido reduzindo ou eliminando, deste modo, o efeito do
anti-soro no organismo virulento, tornando letal uma dose
pequena. Prefere-se que o material antigénico presente na
formulagdo final esteja a um nivel suficiente para aumentar o
log negativo de LDsy; em, pelo menos, 1, de um modo preferido,

1,4, em comparagdao com o resultado do organismo virulento
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tratado com anti-soro nédo tratado. Os valores absolutos obtidos
para o controlo de anti-soro e material vacinal adequado estao,
evidentemente, dependentes do organismo virulento e padrdes

anti-soro selecionados.

0O seguinte método também pode ser utilizado para alcangar a
formulacd&o vacinal ideal: partindo de um antigénio definido, o
qual se pretende que provoque a resposta imunitéria
desejada, numa primeira etapa, ¢ encontrado um adjuvante
correspondente, como descrito na literatura especializada,
particularmente no documento WO 97/30721. Numa etapa seguinte, a

vacina é otimizada pela adicéao de diversas substéancias

isotdénico-transformadoras, Ccomo definido nas presentes
invencdes, de um modo preferido, acucares e/ou &lcoois de
acucares, numa concentracéao isoténica ou ligeiramente

hipotdénica, a mistura de antigénio e adjuvante, com a composicéo
sendo de outro modo idéntica, e ajustamento da solucdo para um
pH fisioldégico na gama de pH 4,0 a 10,0, particularmente, 7,4.
Depois, numa primeira etapa, as substancias ou a sua
concentracao, as quais irdo melhorar a solubilidade da
composicdo de antigénio/adjuvante em comparacdo com uma solucgdo
salina tamponada convencional, sdo determinadas. O melhoramento
nas caracteristicas de solubilidade por uma substéncia candidata
¢ uma primeira indicacdo de que esta substéncia €é capaz de

causar um aumento na atividade imunogénica da vacina.

Dado que um dos pré-requisitos possiveis para um aumento na
resposta imunitdria celular é a ligacdo aumentada do antigénio a
APC (células apresentadoras de antigénios), numa etapa seguinte
pode ser realizada uma investigacdo para ver se a substéncia
conduz a um aumento deste tipo. O processo utilizado pode ser

andlogo ao descrito na definicdo do adjuvante, e. g., incubacéao
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de APC com péptido ou proteina marcado com fluorescéncia,
adjuvante e substéncia isotdnico-transformadora. Uma absorcdo ou
ligacdo aumentada do péptido a APC provocada pela substéncia
pode ser determinada por comparacdo com células as quais foram
misturadas com péptido e adjuvante isoladamente ou com uma
composicdo de péptido/adjuvante, a qual estd presente em solucdo

tampdo salina convencional, utilizando citometria de fluxo.

Numa segunda etapa, as substéncias candidatas podem ser
investigadas in vitro para ver se, e em que medida, a sua
presenca é capaz de aumentar a apresentacdo de um péptido a APC;
a concentracdo de MHC nas células pode ser medida utilizando os
métodos descritos no documento WO 97/30721, para testes de

péptidos.

Outro modo ©possivel de testar a eficiéncia de uma
formulacdo & pela utilizacdo de um sistema de modelo in vitro.
Neste, as APC sédo incubadas Jjuntamente com adjuvante, péptido e
substéncia candidata e a ativacgédo relativa de um clone de célula
T, o gqual reconhece especificamente o péptido wutilizado, &

medida (Coligan et al., 1991; Lopez et al., 1993).

A eficiéncia da formulacdo também pode ser, opcionalmente,
demonstrada pela resposta imunitdria celular pela detecgdo de uma
reacao de T“hipersensibilidade de tipo retardado” (DTH) em

animais imunizados.

Finalmente, a atividade imunomodulatéria da formulacao é

medida em testes em animais.

Os ©péptidos e polipéptidos multiméricos da presente

invencgdo podem ser sintetizados gquimicamente, utilizando métodos
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conhecidos na técnica para a sintese de péptidos, multimeros
peptidicos e polipéptidos. Estes métodos baseiam-se, em geral,
nos principios conhecidos da sintese peptidica; muito
convenientemente, o0s processos podem ser realizados de acordo

com principios conhecidos da sintese peptidica de fase sdlida.

Como aqui wutilizado, “péptido” indica wuma sequéncia de
aminodcidos 1ligada por 1ligacdes peptidicas. Os péptidos de
acordo com a presente invencdo compreendem uma sequéncia de 4 a
24 residuos de aminodcidos. 0S polipéptidos multiméricos
compreendem, pelo menos, duas repeticdes e, no maximo,

50 repeticdes dos epitopos peptidicos.

Os anadlogos peptidicos e peptidomiméticos também estéo
incluidos no ambito da invencdo, assim como estdo abrangidos os
sais e ésteres dos péptidos da invencdo. Um andlogo peptidico de
acordo com a presente invencao pode, opcionalmente, compreender,
pelo menos, um aminodcido ndo natural e/ou, pelo menos, um grupo
de blogueio na terminacdo C ou terminacdo N. 0SS sais dos
péptidos da invencéao séao sais orgénicos e inorgénicos
fisiologicamente aceitéveis. A concecgao de “andlogos”

apropriados pode ser assistida por computador.

O termo “peptidomimético” significa que um péptido de
acordo com a invencado é modificado de tal modo que inclui, pelo
menos, uma ligacdo nao peptidica, tal como, por exemplo, ligacéo
de ureia, ligacao de carbamato, ligacdo de sulfonamida, ligacéo
de hidrazina ou qualquer outra ligacdo covalente. A concecao de

“peptidomimético” apropriado pode ser assistida por computador.

0S sais e ésteres dos péptidos da invengdo estdo abrangidos

no ambito da invencédo. 0S sais dos péptidos da invencdo sado sais
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orgénicos e inorganicos fisiologicamente aceitéaveis. Os
derivados funcionais dos péptidos da invencdo abrangem derivados
0s quails podem ser preparados a partir de grupos funcionais, os
quais ocorrem como cadeias laterais nos residuos ou os grupos N-
ou C-terminais, por meios conhecidos na técnica, e estéo
incluidos na invencdo, desde que permanecam farmaceuticamente
aceitdveis, 1i. e., nao destruam a atividade do péptido e néao
confiram propriedades tdxicas em composigdes contendo-os. Estes
derivados podem, por exemplo, incluir ésteres alifadticos dos
grupos carboxilo, amidas dos grupos carboxilo produzidas por
reacdo com amdénia ou com aminas primarias ou secundarias,
derivados de N-acilo de grupos amino livres dos residuos de
aminodcidos formados por reacdo com fragdes de acilo (e. g.,
grupos de alcanoilo ou aroilo carbociclico) ou derivados de
O-acilo de grupo hidroxilo livre (por exemplo, o dos residuos de

serilo ou treonilo) formados por reacdo com fracdes de acilo.

O termo “aminoacido” refere-se a compostos, oS quais tém um
grupo amino e um grupo de acido carboxilico, de um modo
preferido, num padrdo de substituicdo de 1,2- 1,3- ou 1,4- numa
estrutura de carbono. Os aminocdcidos o sdo muito preferidos e
incluem os 20 aminodcidos naturais (os quais sdo aminoédcidos 1,
exceto para glicina), o0s quails sdo encontrados em proteinas, o0s
aminodcidos D correspondentes, 0S8 aminodcidos de N-metilo

correspondentes, aminodcidos de cadeia lateral modificada, os

aminodcidos biossinteticamente disponiveis, 0s quais nao
sao encontrados em proteinas (e. g., 4-hidroxi-prolina,
5-hidroxi-1lisina, citrulina, ornitina, canavanina, acido
djencélico, cianolanina R) e aminoacidos o derivados

sinteticamente, tais como 4&cido amino-isobutirico, norleucina,
norvalina, homocisteina e homoserina. Alanina [ e acido

y—aminobutirico sao exemplos de 1,3 e 1,4-aminoé&cidos,
46



respetivamente, e muitos outros sdo bem conhecidos da técnica.
Isoésteres de tipo estatina (um dipéptido compreendendo dois
aminodcidos, em que a ligacdo de CONH ¢é substituida por um
CHOH), isoésteres de hidroxietileno (um dipéptido compreendendo
dois aminoédcidos, em gque a ligacdo de CONH é substituida por um
CHOHCH,) , isoésteres de amida reduzida (um dipéptido
compreendendo dois aminodcidos, em gque a ligacdo de CONH é
substituida por uma ligacdo de CH;NH) e isoésteres de tioamida
(um dipéptido compreendendo dois aminodcidos, em que a ligacéao

de CONH ¢é substituida por uma ligacdo de CSNH) também sé&o

residuos Uteis para esta invencao.

Os aminoédcidos utilizados nesta invencdo s&o aqueles que
estdo disponiveis comercialmente ou estdo disponiveils por
métodos sintéticos de rotina. Determinados residuos podem
requerer métodos especiais para incorporacdo no péptido e as
abordagens sintéticas sequenciais, divergentes ou convergentes a
sequéncia peptidica sdo uUteis nesta invencdo. Os aminoacidos
codificados de modo natural e seus derivados sao representados
por coédigos de trés letras, de acordo com as convengdes da

IUPAC. Quando ndo existe indicacdo, foi utilizado o isdémero L.

As substituicgdes conservativas de aminodcidos, como
conhecidas dos especialistas na técnica, estdo no ambito da
presente invencdo. As substituig¢des conservativas de aminodcidos
incluem substituicdo de um aminodcido com outro tendo o mesmo
tipo de grupo funcional ou cadeia lateral, e. g., aliféatico,
aromatico, carregado positivamente, carregado negativamente.
Estas substituicdes podem melhorar a biodisponibilidade oral,
penetracdo no sistema nervoso central, direcionamento para
populagdes celulares especificas e semelhantes. Um especialista

reconhecera que as substituicdes, delecdes ou adicdes
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individuais a sequéncia de péptido, polipéptido ou proteina que
alteram, adicionam ou delecionam um Unico aminodcido ou uma
pequena percentagem de aminodcidos na sequéncia codificada séo
um “variante conservativamente modificado”, onde a alteracao
resulta na substituicdo de um aminodcido com um aminodcido
quimicamente semelhante. As tabelas de substituig¢des
conservativas proporcionando aminodcidos funcionalmente

semelhantes sdo bem conhecidas na técnica.

Os seguintes seis grupos contém, cada, aminodcidos que séao

substituic¢des conservativas mutuas:

1) Alanina (A), Serina (S), Treonina (T);

2) Acido aspartico (D), Acido glutamico (E);

3) Asparagina (N), Glutamina (Q);

4) Arginina (R), Lisina (K);

5) Isoleucina (I), Leucina (L), Metionina (M), Valina (V);

6) Fenilalanina (F), Tirosina (Y), Triptofano (W).

Os seguintes exemplos sado apresentados de modo a ilustrarem

mais integralmente algumas formas de realizagdo da invencgao.
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EXEMPLOS

Materiais e métodos

Polipéptidos multiepitdépicos multiméricos: Sdo apresentados

exemplos de polipéptidos multiepitdépicos multiméricos,
compreendendo varias repeticdes dos epitopos peptidicos E1 a E9
de virus influenza listados na Tabela 1. Os polipéptidos incluem
aminocdcidos e péptidos curtos como espacadores. 0Os polipéptidos
estdo dispostos numa estrutura polimérica sequencial alternante
ou numa estrutura de copolimero em bloco. 0Os polipéptidos sao
preparados por expressao num vetor de expressao a partir de uma
construcdo polinucleotidica, compreendendo diversos sitios de
restricéao para manipulacao adicional do polipéptido. A
construcdo polinucleotidica ¢é proporcionada a partir de uma

fonte comercial.

Vacinas: as vacinas preparadas a partir dos polipéptidos
multiepitdpicos multiméricos apresentados nos exemplos 1-3 foram
utilizadas para estudos de 1imunizacdo de diversas estirpes de
murganho. OS exemplos para vacinas especificas produzidas e

testadas sao:

A multimérica N2 11 ¢é preparada a partir do polipéptido
multimérico compreendendo cinco repeticdes de nove epitopos
peptidicos de influenza, dispostos na estrutura polimérica
sequencial alternante [ElE2E3E4ESE6ETE8E9]s apresentada no

exemplo 1.

A multimérica N2 12 ¢ preparada a partir do polipéptido

multimérico, trés repeticdes de nove epitopos peptidicos de
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influenza, dispostos na estrutura polimérica sequencial

alternante [E1E2E3E4ESE6ETES8EY]; apresentada no exemplo 3.

A multimérica N2 14 é preparada a partir do polipéptido
multimérico compreendendo trés repeticdes de nove epitopos
peptidicos de influenza, dispostos na estrutura de
copolimero em bloco [El]3-[E2]3-[E3]3-[E4]3-[E5]3-[E6]3—[E7]3—

[E8]3—[E9]3, apresentada no exemplo 2.

Estudos de imunizacdo: trés estirpes de murganhos: uma

estirpe néao consanguinea (ICR), uma estirpe consanguinea
(BALB/c) e uma estirpe transgénica para moléculas de HLA A*0201
humano (HLA A*0201), foram utilizadas para estudos de
imunizacédo, assim como coelhos em algumas experiéncias. Os virus
utilizados incluiam 0s seguintes: A/Texas/1/77,
A/Wisconsin/67/05 (WISC), A/WSN/33 (WSN), B/Malaysia/2506/04
(MAL), A/California/07-2007, A/New Caledonia20/99 (NC) e outros.
Todos 0s estudos foram conduzidos com administracéo
intramuscular de 150 mcg de polipéptido multiepitédpico
multimérico, em 100 microlitros, administrado igualmente a ambos

os membros posteriores.

Exemplo 1: Polipéptido multimérico com cinco repetigdes de

uma unidade contendo nove epitopos diferentes dispostos em

estrutura sequencial alternante.

Este é um exemplo de um polipéptido multimérico
compreendendo cinco repeticdes de nove epitopos peptidicos de
influenza, dispostos na estrutura polimérica sequencial
alternante [E1E2E3E4ESE6E7ES8E9]s. O peso molecular estimado é

80 kD.
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A sequéncia de aminodcidos deste polipéptido multimérico,
incluindo a cauda de histidina, ¢é mostrada na Figura 1B. A
sequéncia de ADN da construcgdo polinucleotidica utilizada para

preparar este péptido multimérico é mostrada na Figura 1A.

Exemplo 2: Polipéptido multimérico com trés repeticgbes de

cada de nove epitopos diferentes dispostos em estrutura de

copolimero em bloco.

Neste exemplo, a sequéncia de ADN de uma construcgédo
polinucleotidica utilizada para preparar um péptido multimérico
compreendendo trés repeticbdes de nove epitopos peptidicos
de influenza, dispostos na estrutura de copolimero em bloco
[E1]3-[E2]5-[E3]5-[E4]5-[E5]3-[E6]3-[E7]5-[E8]35-[E9]3s € mostrada na
Figura 2A e a correspondente sequéncia de aminodcidos é mostrada

na Figura 2B. O peso molecular estimado é 48 kD.

Exemplo 3: Polipéptido multimérico com trés repeticdes de

uma unidade contendo nove epitopos dispostos em estrutura

sequencial alternante.

Este é um exemplo de um polipéptido multimérico
compreendendo trés repeticdes de nove epitopos peptidicos de
influenza, dispostos na estrutura polimérica sequencial
alternante [E1E2E3E4ESE6E7ESE9]:. O peso molecular estimado é
48 kD.

A sequéncia de aminoacidos deste polipéptido multimérico é

mostrada na Figura 3B. A sequéncia de ADN da construcgédo
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polinucleotidica utilizada para preparar este péptido

multimérico € mostrada na Figura 3A.

Exemplo 4: Resposta imunitaria celular.

As respostas imunitdrias celulares a duas concentracgdes
diferentes de um virus influenza de estimulacdo das estirpes
A/Texas/1/77, A/WisxWisc/67/05, A/California/07-2007 e
B/Malaysia/2506/04 foram avaliadas. Murganhos transgénicos
(transgenesis para HLA A*0201), os murganhos foram vacinados,
uma vez, com duas vacinas multiméricas: N¢ 11 e ©N¢ 14,
emulsionadas no IFA (adjuvante Incompleto de Freund). 7-10 Dias
apdés a imunizacdo, o seu baco e nddulos linfaticos (LN) foram
removidos e ainda incubados com os virus acima mencionados. A
proliferacédo foi medida por absorgdo de timidina e é mostrada na
Figura 4, como o indice de proliferacdo para linfdcitos
incubados com o virus de estimulacdo. A proliferacdo foi
associada a secrecdo de IFN gama, na gama de 300-1300 pg/mL.
Esta resposta indica uma resposta imunitdria mediada por células
Thl a vacina, a qual poderia conferir uma imunidade mais sélida

a infecédo de provocacdo de virus.

Exemplo 5: Reconhecimento de antigénio imunizante e de

virus por soro imune

Os murganhos ICR foram imunizados com o ©polipéptido
multiepitépico multimérico compreendendo cinco repeticgdes de
nove epitopos, dispostos na estrutura polimérica sequencial
alternante [E1E2E3E4ESE6E7E8S8E9]s (Multimérica N¢ 11), ou com O

polipéptido multiepitdpico multimérico compreendendo trés
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repeticdes de nove epitopos, dispostos na estrutura de
copolimero em bloco [E1]3-[E2]3-[E3]3-[E4]3-[E5]3—[E6]3-[E7]3—
[E8]5-[E9]; (Multimérica N¢ 14), suspenso em glicerol a 50% em
PBS, ou suspenso em IFA como um adjuvante ou com glicerol a 50%
em PBS como um controlo de transportador. O reconhecimento de
epitopos de influenza protetores conhecidos, HA 91-108 e M2
2-12, e de varios virus influenza (WISC, WSN, NC e MAL), por
soros de murganhos imunizados com polipéptido antigénico (N¢ 11
e N¢ 14, respetivamente), foili determinado por ELISA e o0S
resultados sdo sumariados nas Tabelas 4a e 4b. Um reconhecimento
significativo ¢é definido como uma elevacdo de, pelo menos,
4 vezes em titulo entre os soros pré-imunes e soros apds trés

imunizag¢des IM, em intervalos de 2-3 semanas.

Tabela 4a: Fator de elevagdo em titulo para diversos

antigénios de soros pré-imunes e soros apds 3 imunizacdes com

polipéptido multiepitédépico multimérico em glicerol a 50% em PBS

Ne 11 em
N2 14 em glicerol a 50% em
Imunizacéao glicerol a
PBS
50% em PBS
Murganhos ICR |BALB/c |ICR |BALB/c|C57B1/67j|Coelhos
Ab para N¢ 11 16 64
Ab para N¢ 14 256 1024
Ab para HA91-108 1 1 64 200 1600 10
Ab para M2 1-18 1 2 64 5 3 1,5
Ab para WISC 2 38 2 2
Ab para WSN 4 4 2 2
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(continuacgao)

Ne 11 em
N¢ 14 em glicerol a 50% em
Imunizacgao glicerol a
PBS
50% em PBS
Murganhos ICR |BALB/c |ICR |BALB/c|C57B1/67j|Coelhos
Ab para NC ND 3 3 2
Ab para MAL 2 4 2 2

Tabela 4b: Fator de elevacdo em titulo para diversos

antigénios de soros pré-imunes e soros apds 3 imunizagdes com

polipéptido multiepitdépico multimérico em glicerol a 50% em PBS

N2 11 em

Imunizacgao N2 14 em adjuvante
adjuvante

Murganhos BALB/c BALB/c |C57B1/67 |Coelhos

Ab para WISC 4 38 4 8

Ab para WSN 4 3 2 16

Ab para NC ND 38 2 8

Ab para MAL 2 4 2 8

Ambos 0s grupos mostram elevado reconhecimento do antigénio
imunizante, os péptidos HA91-108 e M2 2-18 foram reconhecidos
apenas pelos soros de murganhos imunizados com N2 14 mas nao com

soros de murganhos imunizados com N2 11.
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Os soros humanos normails puderam reconhecer candidatos de
vacina Multimérica, indicativo de potenciais respostas de
meméria a serem deduzidas apds imunizacdo de individuos humanos
com esta vacina. Os titulos médios de 4 soros humanos para N2 11

e N2 14 foram 6000 e 6400, respetivamente.

Exemplo 6. Protec¢do contra uma desafio altamente letal com

H3N2 A/Texas/1/77

Grupos de oito murganhos transgénicos foram 1imunizados,
trés vezes, em intervalos de 3 semanas, i1ntramuscularmente, com
a vacina multimérica N¢ 14 ou com PBS. Uma infecdo de desafio
com uma dose altamente letal (300 LDspy) de H3N2 A/Texas/1/77 foi
dada trés semanas apds o ultimo reforco. OS murganhos foram
sacrificados cinco dias apds infecdo. Foi observada uma reducgéo
significativa de titulo de virus em pulmdes de murganhos, como
descrito na Figura 5, ndo obstante a grande quantidade de virus

utilizado para infecéo.

Exemplo 7: Estudos de eficdcia in vivo

Duas versdes vacinais foram avaliadas in vivo: o)
polipéptido multimérico suspenso em Glicerol a 50% em PBS ou em

adjuvante Incompleto de Freund.

A vacina purificada ¢é wutilizada em varios modelos de
murganho para estabelecer a sua eficdcia, mecanismo de agédo e
dados de toxicologia preliminares, antes da toxicologia de dose
repetida. A resposta humoral, assim Ccomo estudos de

farmacodindmica, s&do realizados em varias estirpes de murganhos.
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Um modelo animal que & empregue para a avaliacdo da wvacina é os
murganhos transgénicos para HLA A*0201. Este modelo ¢é utilizado
para determinacdo da dose 6tima, assim como para parametros
celulares da resposta imunitédria, para revelar o seu mecanismo

de acao.

Exemplo 8:

A eficdcia da wvacina foi demonstrada em dois estudos
preliminares, utilizando murganhos ICR e transgénicos
(HLA A*0201). Os murganhos foram vacinados intramuscularmente,
trés vezes, com intervalo de 3 semanas, com uma dose de
150 mcg/murganho das vacinas N2 11, N¢ 12 e N¢ 14, com e sem
adjuvante (IFA). Trés a gquatro semanas apds a ultima imunizacéo,
os murganhos foram infetados com uma LD50 de 300 de uma estirpe
H3N2 de virus influenza adaptada de murganho (A/Texas/1/77).
Cinco dias apds infecéo, a taxa de sobrevivéncia foi
monitorizada. Os grupos tratados e de controlo imunizados com

glicerol a 50% em PBS, com e sem IFA, foram comparados.

A taxa de sobrevivéncia (Figura 6A) apds infecdo de LD50 de
300 em murganhos ICR foi 100%, enquanto dgque nos grupos de
controlo (Glicerol a 50% em PBS) foi demonstrada uma taxa de

sobrevivéncia de 20%.

A carga viral nos seus pulmbdes ¢é detalhada na figura 6B,
apenas para as vacinas N2 11 e N2 14. A carga viral nos grupos
onde se verificou 100% de sobrevivéncia ¢ significativamente
inferior a carga viral nos grupos de controlo (p<0,05). Devido
ao pequeno numero de murganhos por grupo (5 murganhos), a

andlise estatistica foi feita utilizando o Teste Exato de Fisher
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Bilateral. 0O wvalor de P de 5% ou inferior ¢é considerado
estatisticamente significativo. 0S dados foram analisados
utilizando a versdo 9.1 de SAS® (SAS Institute, Cary North

Carolina) .

Quanto a sobrevivéncia em murganhos transgénicos (Figura 7)
imunizados com a vacina em PBS/Glicerol a 50%, utilizando os
mesmos processos de vacinacao e infecdo mencionados acima, as
taxas de sobrevivéncia foram 80% e 60% para vacinacdo com N¢ 11
e N¢ 14, respetivamente, em comparacdo com 20% no grupo de
controlo. A wvacina N¢ 12 nao foli protetora neste modelo de
murganho, assim como as vacinas com adjuvante (IFA) testadas.
Parece que neste modelo animal ou, pelo menos, neste estudo, a
adicdo de adjuvante foi desnecessadria e até reduziu o potencial

protetor da vacina.

Exemplo 9: Toxicologia de dose repetida

Os ensaios de toxicologia de dose repetida sao realizados
com a vacina N¢ 14 (vacina Multimérica em repeticdes de trés
blocos, suspensa em Glicerol a 50% em PBS ou em adjuvante
Incompleto de Freund, de acordo com um protocolo baseado em:
http://www3.niaid.nih.gov/daids/vaccine/Science/VRTT/06_SafetyTe
st.htm.

Um estudo preliminar de toxicologia relacionada com dose é
realizado em murganhos ICR n&o consanguineos. Trés animais por
género, por dose, para cada intervalo de tempo de sacrificio,
sdo empregues para testar a histopatologia dos seus principais
érgéos, apds administracédo intramuscular da vacina, uma, duas e

trés vezes.
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A dose mais elevada destinada a clinica, empregue numa
dosagem de repeticdo de 6 semanas, contendo trés vacinacdes
quinzenais, ¢é suscetivel de ser suficiente para avaliar a
toxicidade do produto e possibilitar duas repeticdes. Os estudos
incluem monitorizacdo da fase em vivo, seguida de uma gama
completa de parédmetros toxicoldgicos, incluindo necropsia e
exame histopatoldégico completo de todos os principais érgdos nos
dias 2 dias e 2 semanas apds imunizacdo, de modo a demonstrar
que guaisquer efeitos toxicoldgicos verificados durante o

periodo de tratamento eram reversiveis.

Exemplo 10: Ensaio clinico de fase I/IIa

O objetivo primdrio deste estudo clinico é examinar a
seguranc¢a da vacina anti-influenza preventiva, apds uma UGnica ou
dupla administracdo intramuscular. O estudo ¢é conduzido sob
clinicas controladas entre voluntdrios sauddveis, com idades de
18 anos a 49 anos. O objetivo secundario ¢é estimar a
imunogenicidade induzida pela administracéao da vacina
multimérica. Este estudo de fase I/II avalia os efeitos adversos
agudos mails comuns e examina o tamanho das doses que os doentes
podem tomar com seguranca, sem uma incidéncia elevada de efeitos

secundérios.

58



Exemplo 11: Resposta antiviral em soros de murganhos

imunizados com vacina de influenza comercial seguida de

imunizag¢do com vacina Multimérica

Os murganhos transgénicos para HLA A*0201 foram imunizados
com a vacina de influenza inativada comercial (virido
fracionado) BP Vaxigrip®, trés vezes, nos dias 0, 60, 81, ou com
Vaxigrip®, uma vez, no dia 0, e 2 imunizacdes adicionais (nos
dias 60 e 81) com as vacinas Multiméricas N2 11, N2 12 e N¢ 14,
A recolha de sangue foil realizada antes da imunizacdo (pré-
imune) e apdés a Ultima dimunizacdo. Os anticorpos para varias
estirpes de influenza foram determinados em soros agregados:
H3N2: A/Wisconsin/67/05, A/Texas/1/77, A/California/07/2007,
A/Fujian/411/2002, A/Moscow/10/99 e A/Panama/2007/99; HINI:
A/New Caledonia/20/99, A/WSN/33, A/PR8/34 B: B/Malaysia/2506/04,

B/Lee/40.

Apds a primeira imunizacdo com Vaxigrip®, a qual é destinada
a uma unica imunizacdo em humano, ndo existiu elevacao
significativa em titulos para a totalidade dos virus (exceto

elevacgdo de titulo de x4 vezes para A/California).

Os resultados sdao mostrados nas Tabelas bHA e bLHB. Com as
formulacgdes Multiméricas, a imunizacdo anterior com Vaxigrip® néo
elevou significativamente a resposta aos virus, em comparacao
com outros dados de estudos de imunizacao onde foram
demonstradas respostas humorais semelhantes. Um maximo de
elevacdo de 8 vezes em titulos de pds/pré-imune foi observado
apdés duas imunizagdes com a vacina Multimérica. O grupo de
controlo administrado com PBS foi negativo para todos os virus.
Na comparacdo dos diferentes variantes multiméricos, o N¢ 14 foi

o melhor candidato em termos de resposta humoral aos virus.
59



Tabela 5A. H3N2

WISC Texas Califor Fujian Moscow Panama
Tratamento imune |t f|t t £ |t £t flt £
0 200 200 800 400 400 400
1x Vaxigrip + 2x Multi
1 400 21400 800 1800 2|800 2800 2
Ne 11
2+ 800 41400 3200 4 (800 2800 2|1600 4
0 400 200 400 400 800 800
lxVaxigrip + 2x Multi
1 800 21400 1600 4 (400 1800 1800 1
Ne 12
2+ 800 21400 3200 8 |1600 4(1600 2|3200 4
0 200 200 800 400 400 800
1lxVaxigrip + 2x Multi
1 800 41400 1600 2800 21600 43200 4
Ne 14
2+ 160 0 81600 3200 4 |1600 4(3200 8(|6400 8
1 200 100 200 200 200 200
PBS
2+ 200 1]100 200 1200 1(200 1]400 2
t=titulo, f=factor
Tabela 5B. HIN1 e Influenza B
NC WSN PR8/34 B/Malaysia B/Lee
Tratamento imune ([t fit flt f |t £f |t £
0 100 200 400 400 200
1lxVaxigrip + 2x Multi N¢
1 1 400 4(400 210800 2 |1600 4 1400 2
2+ 400 4(800 4800 2 |1600 4 1400 (2
0 200 200 200 800 100
1 x Vaxigrip + 2x Multi N¢
12 1 400 21400 21400 2 |800 1 (400 |4
2+ 400 2(800 41400 2 (800 1 (400 |4
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(continuacao)

NC WSN PR8/34 B/Malaysia B/Lee
Tratamento imune |t flt flt f |t f [t £
0 100 200 100 200 200
1 xVaxigrip + 2x Multi N¢
14 1 400 41(800 41400 4 |400 2 140012
2+ 400 4]1600 81400 4 |1600 8 (400 (2
1 100 100 100 100 100
PBS
2+ 100 1(200 2]200 2 |200 2 100 |1

t=titulo, f=factor

Exemplo 12. Sintese peptidica

Os péptidos e péptidos multiméricos foram
sintetizados utilizando sintese peptidica de fase sbélida
tipica, com o0s seguintes materiais: Aminocdcidos protegidos,
9-fluorenilmetiloxicarbonil-N-hidroxissuccinimida (Fmoc-0Su),
hexafluorofosfato de bromo-tris-pirrolidona-fosfénio (PyBrop),
resinas de poliestirenc de Rink amida metilbenzidrilamina (MBHA)

e muitos orgadnicos e suportes para sintese peptidica de fase

sélida (SPPS) foram adguiridos a Nova Biochemicals
(Laufelfingen, Suica). Bis(triclorometil)carbonato (BTC) foi
adquirido a Lancaster (Lancashire, Inglaterra), Acido

trifluorocacético (TFA) e solventes para cromatografia liquida de
elevado desempenho (HPLC) foram adquiridos a Bio-Lab (Jerusalém,

Israel).

0S solventes para quimica orgénica foram adquiridos a
Frutarom (Haifa, Israel). 0S espetros de ressonancia

magnética nuclear (RMN) foram registados num espetrdémetro Bruker
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AMX-300 MHz. Os espetros de massa foram realizados num
espetrémetro de massa de Dbarreira idnica Finnigan LCQ DUO. A
cromatografia de camada fina (TLC) foi realizada em placas de
silica gel Merck F245 60 (Darmstadt, Alemanha). A andlise de
HPLC foi realizada utilizando uma coluna de RP analitica Vydac
(C18, 4,6X 250 mm, numero de catdlogo 201TP54) e foi efetuada
numa bomba Merck-Hitachi L-7100 e um detetor de comprimento de
onda variédvel Merck-Hitachi L-7400, operando a 215 nm. A fase
mével consistia de um sistema de gradiente, com o solvente A
correspondendo a agua com TFA a 0,1% e o solvente B
correspondendo a acetonitrilo (ACN) com TFA a 0,1%. A fase mével
comecou com 95% de A, de 0 a 5 min, seguido de gradiente linear
de 5% de B a 95% de B, de 5 a 55 min. O gradiente permaneceu a
95% de B, durante 5 min. adicionais e, depois, foi diminuido
para 95% de A e 5% de B, de 60 a 65 min. O gradiente permaneceu
a 95% de A, durante 5 min. adicionais, para se alcancar o
equilibrio de coluna. O caudal da fase mdével foi 1 mL/min. A
purificacdo de péptido foi realizada por HPLC de fase inversa
(RP-HPLC) (em bomba L-6200A, Merck-Hitachi, Japédo), utilizando
uma coluna de RP preparativa Vydac (C8, 22 x 250 mm, numero de
catdlogo 218TP1022). Todos os HPLC preparativos foram efetuados
utilizando um sistema de gradiente, com 0 solvente A
correspondendo a agua com TFA a 0,1% e o solvente B

correspondendo a ACN com TFA a 0,1%.
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LISTAGEM DE SEQUENCIAS

<110> BiondVax Pharmaceuticals Ltd.

<120> VACINAS DE INFLUENZA MULTIEPITOPICAS MULTIMERICAS
<130> BNDVX/005/PCT

<160> 88

<170> PatentIn versao 3.3

<210> 1

<211> 4

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> péptido sintético

<400> 1
i]u val Glu Thr

<210> 2
<211> 15
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido sintético
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<400> 2
Met Ser Leu Leu Thr Glu val Glu Thr His Thr Arg Asn Gly Trp
1 5 10 15

<210> 3
<211> 9
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 3
;ro Ile Arg Asn giu Trp Gly Cys Arg

<210> 4
<211> 10
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 4

Glu Thr Pro Ile Arg Asn Giu Trp Gly Cys
1 5 10

<210> 5
<211> 11
<212> PRT

<213> Artificial
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<220>

<223> Péptido sintético

<400> 5
Pro Ile Arg Asn g]u Trp Gly Cys Arg ggs Asn
1

<210> 6
<211> 9
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> péptido sintético

<400> ©
&eu teu Thr Glu ga1 Glu Thr pPro Ile

<210> 7
<211> 9
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> péptido sintético

<400> 7
ier Leu Leu Thr §¥u val Glu Thr Pro

<210> 8
<211> 10
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<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> péptido sintético

<400> 8
Ser Leu Leu Thr Glu val Glu Thr Pro Ile
1 5 10

<210> 9
<211> 9
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 9

Leu Thr Glu val §1u Thr Pro Leu Thr
1

<210> 10
<211> 15
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> péptido sintético

<400> 10
Met Ser Leu Leu Thr Glu val Glu Thr Pro Ile Arg Asn Glu Trp
1 5 10 15
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<210> 11
<211> 18
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 11
Met Ser Leu Leu Thr Glu val Glu Thr igo Ile Arg Asn Glu {gp Gly
1 5

Cys Arg

<210> 12
<211> 15
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 12

Met Ser Leu Leu Thr Glu val Glu Thr Leu Thr Lys Asn Gly Trp
1 5 10 15

<210> 13
<211> 15
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Péptido sintético
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<400> 13
Met Ser Leu Leu Thr Glu val Glu Thr Leu Thr Arg Asn Gly Trp
1 5 10 15

<210> 14
<211> 9
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 14

Leu Thr Glu val g?u Thr Pro Ile Arg
1

<210> 15
<211> 10
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> péptido sintético

<400> 15

Leu Thr Glu val Glu Thr Pro Ile Arg Asn
1 5 10

<210> 16
<211> 9
<212> PRT

<213> Artificial

68



<220>

<223> péptido sintético

<400> 16

g'lu val Glu Thr l;r'o Ile Arg Asn Glu

<210> 17
<211> 10
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 17
Glu val Glu Thr Pro Ile Arg Asn Glu Trp
1 5 10

<210> 18
<211> 11
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 18
ieu Thr Glu val §1u Thr Pro Ile Arg ?gn Glu

<210> 19
<211> 15
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<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 19

teu Thr glu val Glu Thr pro Ile Arg Asn Glu Trp Gly Cys Arg
1 5 10 15

<210> 20
<211> 8
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> péptido sintético

<400> 20
Glu val glu Thr gro Ile Arg Asn
1

<210> 21
<211> 18
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Péptido sintético
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<400> 21
?et Ser Leu Leu ghr Glu val Glu Thr igo Thr Arg Asn Glu ;gp Glu

Cys Arg

<210> 22
<211> 23
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 22
Ser Leu Leu Thr Glu val Glu Thr Pro Thr Arg Asn Glu Trp Glu Cys
1 5 10 15

Arg Cys Ser égp Ser Ser Asp

<210> 23
<211> 23
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 23
ier Lteu Leu Thr giu val Glu Thr pPro iée Arg Asn Glu Trp ggy Cys

Arg Cys Asn ggp ser Ser Asp

71



<210> 24
<211> 9
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 24
\1131 Glu Thr Pro é'le Arg Asn Glu Trp

<210> 25
<211> 11
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido sintético

<400> 25
ser Leu Leu Thr (5;1u val Glu Thr Tyr \1/81 Leu
1

<210> 26
<211> 11
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Péptido sintético
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<400> 26

ier Leu Leu Thr g1u val Glu Thr Tyr Xg] Pro

<210> 27
<211> 9
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 27
&eu Leu Thr Glu ga1 Glu Thr Tyr val

<210> 28
<211> 8
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido sintético

<400> 28
Ser Ile val Pro ger Gly Pro Leu
1

<210> 29
<211> 15
<212> PRT

<213> Artificial

73



<220>

<223> péptido sintético

<400> 29

ser Gly pro Leu Lys Ala Glu Ile Ala GlIn Arg Leu Glu Asp val
1 5 10 15

<210> 30
<211> 12
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> péptido sintético

<400> 30
g1y Pro Leu Lys ?¥a Glu Ile Ala Gin ?Eg Leu Glu

<210> 31
<211> 9
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 31
érg Leu Glu Asp val Phe Ala Gly Lys
5

<210> 32
<211> 11
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<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 32
Q?a Leu Met Glu Trp Leu Lys Thr Arg ggo Ile
5

<210> 33
<211> 10
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 33
Pro Ile Leu Ser Pro Leu Thr Lys Gly Ile
1 5 10

<210> 34
<211> 9
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido sintético

<400> 34

Ile Leu Ser Pro geu Thr Lys Gly Ile
1
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<210> 35
<211> 19
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 35
Leu Thr Lys Gly Ile teu Gly Phe val Phe Thr Leu Thr val Pro Ser
1 5 10 15

Glu Arg Gly

<210> 36
<211> 13
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 36
{hr Lys Gly Ile %eu Gly phe val Phe Igr Leu Thr val

<210> 37
<211> 12
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Péptido sintético
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<400> 37

iys Gly Ile Leu ??y Phe val phe Thr kgu Thr val

<210> 38
<211> 9
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> péptido sintético

<400> 38

Gly Ile Leu Gly Ehe val Phe Thr Leu
1

<210> 39
<211> 9
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> péptido sintético

<400> 39
Gly Ile Leu Gly ghe val Phe Thr Leu
1

<210> 40
<211> 9
<212> PRT

<213> Artificial
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<220>

<223> Péptido sintético

<400> 40
%1e Leu Gly Phe ga? phe Thr Leu Thr

<210> 41
<211> 8
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 41
g1a Ser Cys Met g?y Leu Ile Tyr

<210> 42
<211> 9
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 42
?rg Met Gly Ala gal Thr Thr Glu val

<210> 43
<211> 11
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<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> péptido sintético

<400> 43

Gly Leu val Cys Ala Thr Cys Glu Gln Ile Ala
1 5 10

<210> 44
<211> 9
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> péptido sintético

<400> 44

GIn Met val Ala ghr Thr Asn Pro Leu
1

<210> 45
<211> 10
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 45
Gln Met val Ala ghr Thr Asn Pro Leu ige
1
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<210> 46
<211> 10
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> péptido sintético

<400> 46
Arg Met val Leu Ala Ser Thr Thr Ala Lys
1 5 10

<210> 47
<211> 9
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 47
Qsp Leu Leu Glu ?sn Leu Gln Thr Tyr

<210> 48
<211> 18
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Péptido sintético
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<400> 48
ier Lys Ala Tyr ger Asn Cys Tyr Pro I%r Asp val Pro Asp {gr Ala

ser Leu

<210> 49
<211> 18
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido sintético

<400> 49
Ser Lys Ala Phe Ser Asn Cys Tyr Pro Iﬁr Asp val Pro Asp Igr Ala
1 5

Ser Leu

<210> 50
<211> 18
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido sintético

<400> 50
ier Thr Ala Tyr ?er Asn Cys Tyr Pro Igr Asp val Pro Asp {gr Ala

ser Leu

<210> 51
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<211> 7
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> péptido sintético

<400> 51
{rp Thr Gly val ghr Gln Asn

<210> 52
<211> 10
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 52
Irp Leu Thr Gly %ys Asn Gly Leu Tyr ;59

<210> 53
<211> 10
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> péptido sintético
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<400> 53
Trp Leu Thr Glu Lys Glu Gly Ser Tyr Pro
1 5 10

<210> 54
<211> 19
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 54
Pro Lys Tyr val %ys Gin Asn Thr Leu 5%5 Leu Ala Thr Gly ﬁgt Arg
1

Asn val Pro

<210> 55
<211> 11
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 55
g]y val Lys Leu gTu Ser Met Gly Ile ;gr Gin

<210> 56
<211> 11
<212> PRT

<213> Artificial
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<220>

<223> Péptido sintético

<400> 56

Glu Ile Ser Gly val Lys Leu Glu Ser Met Gly
1 5 10

<210> 57
<211> 10
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido sintético

<400> 57
Asn val Lys Asn Leu Tyr Glu Lys val Lys
1 5 10

<210> 58
<211> 18
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 58

Lys val Lys Ile Leu Pro Lys Asp Arg Trp Thr Gln His Thr Thr Thr
1 5 10 15
Gly Gly

<210> 59
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<211> 13
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido sintético

<400> 59
Pro Lys Tyr val Lys GIn Asn Thr Leu E%s Leu Ala Thr
1 5

<210> 60
<211> 9
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 60
&ys Thr Gly Gly gro Ile Tyr Arg Arg

<210> 61
<211> 9
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido sintético
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<400> 61

Cys Thr Glu Leu gys Leu Ser Asp Tyr
1

<210> 62

<211> 14

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 62

His Pro Ser Ala §1y Lys Asp Pro Lys igs Thr Gly Gly Pro
1

<210> 63
<211> 13
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 63

His Pro Ser Ala ?1y Lys Asp Pro Lys igs Thr Gly Gly
1

<210> 64
<211> 24
<212> PRT

<213> Artificial
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<220>

<223> péptido sintético

<400> 64
Phe Trp Arg Gly g?u Asn Gly Arg Lys Isr Arg Ser Ala Tyr g;u Arg
1

Met Cys Asn §ge teu Lys Gly Lys

<210> 65
<211> 9
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> péptido sintético

<400> 65
{1e Leu Arg Gly ger val Ala His Lys

<210> 66
<211> 9
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> péptido sintético

<400> 66
Lys Leu Leu GIn ?Sﬂ ser Gin val Tyr
1
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<210> 67
<211> 15
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido sintético

<400> 67
ser Ala Ala phe Glu Asp Leu Arg val Leu Ser Phe Ile Arg Gly
1 5 10 15

<210> 68
<211> 16
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido sintético

<400> 68
Ser Ala Ala Phe Glu Asp Leu Arg val Ser Ser Phe Ile Arg Gly Thr
1 5 10 15

<210> 69

<211> 16

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Péptido sintético
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<400> 69
Ser Ala Ala phe Glu Asp Leu Arg Val Leu Ser Phe Ile Arg Gly Tyr
1 5 10 15

<210> 70
<211> 14
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 70
g‘iu Leu Arg Ser »;rg Tyr Trp Ala Ile %g Thr Arg ser Gly

<210> 71
<211> 9
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 71

Glu Leu Arg Ser ?rg Tyr Trp Ala 1le
1

<210> 72
<211> 9
<212> PRT

<213> Artificial
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<220>
<223> péptido sintético

<400> 72
ier Arg Tyr Trp §1a Ile Arg Thr Arg

<210> 73
<211> 10
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 73

Tyr Trp Ala Ile Arg Thr Arg Ser Gly Gly
1 5 10

<210> 74
<211> 9
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 74
ser Arg Tyr Trp ?1a Ile Arg Thr Arg
1

<210> 75
<211> 9
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<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 75
Leu Pro Phe Asp tys pPro Thr Ile Met
1

<210> 76

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 76

val ser Asp Gly g}y Pro Asn Leu Tyr
1

<210> 77
<211> 9
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 77

?rg Arg Ser Phe g?u Leu Lys Lys Leu
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<210> 78
<211> 9
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 78
?rg Arg Ala Thr §¥a Ile Leu Arg Lys

<210> 79
<211> 9
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 79
Arg Pro Ile Ile ?rg Pro Ala Thr Leu
1

<210> 80
<211> 9
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> péptido sintético
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<400> 80
Ala Asp Arg Gly Leu Leu Arg Asp Ile
1 5

<210> 81
<211> 13
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 81
;ro Tyr Tyr Thr gly Glu His Ala Lys ?ga Ile Gly Asn

<210> 82
<211> 19
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 82
gro Ala Lys Leu %eu Lys Glu Arg Gly gge Phe Gly Ala Ile Q;a Gly

phe Leu Glu

<210> 83
<211> 2199
<212> ADN
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<213> Artificial

<220>

<223> Polinucledétido sintético

<400> 83
atgcatatga
ggttttctgg
gcecagectgg
adaaacgycc
aatggacgta
ccgaaatatg
gacctcegty
atccgtaccc
gcgattgecg
ccagattacg
ctgaccggta
cggggggaaa
ggcaaaggcc
gcctttgaag
tactgggcga
ttctttggag
tacgatgtgc
ctcggetggce
gggttctggc
atcttaaaag
gcctcagecg
cggagccgct
ctcaaagaac
agcaactgtt
gtggaaacgt
ggcgtaaccc

gagcgtatgt

gatctccage
aggggtcgaa
gtagcctect
tttatcctgt
aaactcgcag
tgaaacagaa
tgctcagttt
ggtcagggag
gtttcttgga
ccagecetggg
agaacggtct
acggeeggaa
cgaaatacgt
acctgcgggt
ttcgtacgceg
cgattgcggg
ctgattatgc
tgacgggcaa
gcggtgagaa
gcaaaggacc
cctttgaaga
actgggctat
gtggtttctt
atccatacga
atgtactagg
agaacggctt

gtaacatcct

taaacttctg
agcctacagt
tacagaagtt
gtggaccggc
tgcgtatgag
tacattaaaa
tatccgeggt
teeaceggcg
aggatcaaaa
ctcoctettyg
gtatccggtt
aacccgeage
gaagcagaat
cttgagcttt
tagtggtgga
cttcttggag
gagcctcggt
aaatggtctc
cggccgtaaa
gaaatacgtc
ccttcgegtce
tcgtacgegg
cggagcgatc
tgtgccggat
atggctcacg

ttggcggggc
taaaggcaaa

aaagaacgty
aactgttacce
gaaactiatg
gtgacgcaga
cgcatgtgta
ttagccacey
tatggggaac
aagctgctga
gcgtattcega
acagaggtcg
tggactggrg
gcttacgagce
acgctcaaac
atccgcggtt
cctceccgega
ggaagcaaag
agcttgctga
tacccagtgt
acacgttcag
aagcagaata
ttgagtttta
tcgggtggcc
gcaggttttc
tacgccagtc
ggtaaaaatg
gaaaacggcc

ggtccaaaat

94

gatttttegy
cctacgatgt
tgcteggetg
acggattctg
acatcctcaa
gcgegagege
tgcgttcteg
aagaacgtgg
actgctaccc
aaacctatgt
tgacacaaaa
gcatgtgcaa
ttgccacgag
acggggagct
aacttctgaa
cctactctaa
cagaagtgga
ggaccggagt
cgtacgageg
ctctgaagtt
tccggggtta
cactcgagcec
ttgaaggctc
tgggttcect
gtctctatcc
gcaaaacccg

acgttaagca

tgcaatcgct
gcecgattat
gctgacaggg
gcgtggcegaa
aggtaaaggc
tgcctttgaa
ctattygycy
gttcttcggt
gtatgatgtg
actgggttgg
cggcttttgg
cattctgaaa
cgcaagcgea
gcggtcgcege
agagcggggc
ttgttaccca
aacctacgtt
tacccagaat
gatgtgcaac
agccactggg
tggggaactg
ggccaaattg
taaagcgtac
cctgaccgag
tgtgtggacg
tagcgcatac

gaataccctg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620



aaactggcta
ggctatggtg
gctaaactgt
aaagcatatt
ctgaccgagg
gtatggaccg
tcagcatacg
aacacgctga
tttattcggg
gggctcgagt

<210> 84

cgggcgcecag
aactgecgctc
tgaaagaacg
cgaattgtta
tggaaaccta
gcgttaccca
aacggatgtg
aactggcaac
gctacggcga

aataaaagct

<211> 723

<212> PRT
<213> Artificial
<220>
<223> Polipéptido
<400> 84

Met His Met Arg Ser
1 5

Gly Ala Ile Ala Gly
20

TYyr Pro Tyr Asp val

35

Glu val Glu Thr Tyr

ggr Pro val Trp Thr

Asn Gly Arg Lys g?r

tgcggectte
tcgttactgg
cggcttcttt
tcectacgac
cgttctaggc
gaacggtttt
caatatcttg
aggcgccagc
attacgtagt
ttctagacat

sintétic

gaagatttac
gcaatccgta
ggtgctatcg
gtgccggatt
tggttgacag
tggcgcggtg
aaaggtaaag
gcggegtttg
cgttattggg
atgatgcat

o}

gggtgctgtc
cccgecagtgg
caggttttct
atgcgtcgcet
gtaagaacgg
aaaatggccg
gaccgaaata
aggatttacg
cgattcgtac

cttcatccgce
cggacctccg
ggaaggaagt
cggttcgetg
gctttacccg
taaaactcgg
cgttaaacag
cgtcctgtca

ccgcagcgoga

1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2199

Pro Ala Lys Leu Leu Lys Glu Arg Gly phe Phe
10 15

Phe Leu Glu g}y Ser Lys Ala Tyr ggr Asn Cys

Pro Asp Tyr Ala Ser Leu Gly Ser Leu Leu Thr

40

45

val ;gu Gly Trp Leu Thr ggy Lys Asn Gly Leu

Gly val Thr Gln Asn Gly Phe Trp Arg Gly Glu
70 75 80

Arg Ser Ala Tyr ggu Arg Met Cys Asn gge Leu
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Lys Gly Lys Gly Pro Lys Tyr val Lys GIn Asn Thr Leu Lys Leu Ala
i 10% 105 110

Thr Gly Ala Ser Ala Ala Phe Glu Asp Leu Arg val Leu Ser Phe Ile
115 120 125

Arg Gly Tyr Gly Glu Leu Arg Ser Arg Tyr Trp Ala Ile Arg Thr Arg
130 135 140

Ser Gly Gly Pro Pro Ala Lys Leu Leu Lys Glu Arg Gly Phe Phe Gly
145 150 155 160

Ala Ile Ala Gly Phe Leu Glu Gly Ser Lys Ala Tyr Ser Asn Cys Tyr
165 170 175

Pro Tyr Asp val Pro Asp Tyr Ala Ser Leu Gly Ser Leu Leu Thr Glu
180 185 190

val Glu Thr Tyr val Leu Gly Trp Leu Thr Gly Lys Asn Gly Leu Tyr
195 200 205

Pro val Trp Thr Gly val Thr GIn Asn Gly Phe Trp Arg Gly Glu Asn
210 215 220

Gly Arg Lys Thr Arg Ser Ala Tyr Glu Arg Met Cys Asn Ile Leu Lys
225 g 9 230 Y 235 240

Gly Lys Gly Pro Lys Tyr val Lys Gln Asn Thr Leu Lys Leu Ala Thr
245 250 255

Gly Ala ser Ala Ala Phe Glu Asp Leu Arg val Leu Ser phe Ile Arg
260 265 270

Gly Tyr Gly Glu Leu Arg Ser Arg Tyr Trp Ala Ile Arg Thr Arg ser
275 280 285

Gly Gly Pro Pro Ala Lys Leu Leu Lys Glu Arg Gly Phe Phe Gly Ala
290 295 300

Ile Ala Gly phe Leu Glu Gly Ser Lys Ala Tyr Ser Asn Cys Tyr Pro
305 310 315 320

Tyr Asp val Pro Asp Tyr Ala Ser Leu Gly Ser Leu Leu Thr Glu val
325 330 335

Glu Thr Tyr val Leu Gly Trp Leu Thr Gly Lys Asn Gly Leu Tyr Pro
340 345 350
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val

Arg

Lys

385

Ala

Tyr

Gly

Ala

Pro

465

val

Pro

Gly

Gly

Trp
Lys
370
Gly
Ser
Gly
Pro
Ile
450
Tyr
Glu
val
Arg
LysS

530

Ala

Thr

355

Thr

Pro

Ala

Glu

Leu

435

Ala

Asp

Thr

Trp

Lys

515

Gly

ser

Gly

Pro

Gly

Arg

Lys

Ala

Leu

420

Glu

Gly

val

Tyr

Thr

500

Thr

Pro

Ala

Glu

Pro
580

val

ser

Tyr

Phe

405

Arg

Pro

Phe

Pro

val

485

Gly

Arg

Lys

Ala

Leu

565

Ala

Thr

Ala

val

390

Glu

Ser

Ala

Leu

val

ser

Tyr

Phe

550

Arg

Lys

Gln

TYPr

375

Lys

Asp

Arg

Lys

Glu

455

Gly

Thr

Ala

val

535

Glu

ser

Leu

Asn

360

Glu

Gln

Leu

Tyr

Leu

440

Gly

Ala

Trp

Gln

Tyr

520

Lys

Asp

Arg

Leu

97

Gly

Arg

Asn

Arg

ser

ser

Leu

Asn

505

Glu

Gln

Leu

Tyr

Ly

wviia

Phe

Met

Thr

val

410

Ala

Lys

Lys

Leu

Thr

490

Gly

Arg

Asn

Arg

Trp

Cys

Leu

395

Leu

Ile

Glu

Ala

Gly

Phe

Met

Thr

val

555

Ala

Arg

Asn

380

Lys

Ser

Arg

Arg

Ser

Lys

Trp

Cys

Leu

540

Leu

Ile

Gly

365

Ile

Leu

Phe

Thr

Leu

Asn

Arg

Asn

525

Lys

Ser

Arg

Phe

Glu

Leu

Ala

Ile

Asn

Leu

Gly

Leu

Phe

Thr

Phe
590

Asn

Lys

Thr

Arg

415

Ser

Phe

cys

Thr

Leu

495

Glu

Leu

Ala

Ile

Arg

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Glu

480

Asn

Lys

Thr

Arg

560

Ser

Ala



Ile

Glu
625
val
Arg
LYS
Ala
Tyr
705

Gly

Ala Gly
595

Asp val
610

Thr Tyr
Trp Thr
Lys Thr
Gly Pro

675

ser Ala
690

Gly Glu

Leu Glu

<210> 85
<211> 1299

<212> ADN

<213>

<220>

<223>

<400> 85

atgcatatga gatctccagc taaacttctg aaagaacgtg gatttttcgg tgcaatcgct
ggttttctgg agccaccgge gaagctgctg aaagaacgtg ggttcttcgg tgcgattgec
ggtttcttgg aacctcccgc gaaacttctg aaagagcggg gcttctttgg agcgattgcg
ggcttcttgg agccatcgaa agcctacagt aactgttacc cctacgatgt gcccgattat

Phe

Pro

val

Gly

Lys

Ala

Leu

Leu

Asp

Leu

val

645

Ser

Phe

Arg

Artificial

Glu

Tyr

Ala

val

Glu

ser
710

Gly ser
600

Ala ser
615

Trp Leu

GIn Asn

TYyr Glu

Lys GIn
680

Asp Leu
695

Arg Tyr

Lys

Leu

Thr

Ala

Gly

Gly

Gly pPhe

Arg

Asn

Arg

Trp

Polinucledétido sintético

98

650

Met

Thr

val

Ala

Tyr

Ser

Trp

Cys

Leu

Leu

Ile
715

Ser

Leu

620

Asn

Arg

Asn

LYys

Ser

700

Arg

Asn Cys
605

Leu Thr

Gly Leu

Gly Glu

Ile Leu

670

Leu Ala
685

Phe Ile

Thr Arg

Tyr

Glu

Tyr

Asn

655

Lys

Thr

Arg

ser

Pro

val

Pro

640

Gly

Gly

Gly

Gly

60
120
180
240



gccagectge
agcctgccaa
ctccctagec
acctacgttc
aacggccttt
aatggtctct
ccatggaccg
agtgcgtatg
ggccggaaaa
tggcgeggty
aaaggcaaac
tacgtcaagc
ctgaagttag
ggttatccaa
tcageegect
tctegetatt
attcgtacgc
ggttaataac

<210>
<211>

86

<212>
<213>

<220>
<223>

<400> 86

cttcaaaagc
gcaaagccta
tccttacaga
tcagcttgct
atccttggct
acccatggac
gagttaccca
agcgcatgtg
ceegeagege
agaacggecg
ctccgaaata
agaatactct
ccactectte
gcgcagectt
ttgaagacct
gggcgatccg
gtagtggtcc
tcgagagget

421
PRT

Artificial

gtattcgaac
ctctaattgt
agttgaaact
gacagaagtg
gaccggtaag
cggcgtgacd
gaatcctttc
taacatcctc
ttacgagcge
taaaacacgt
cgtgaagcag
gaagttagcc
agccgecttt
tgaagacctyg
tecgegtetty
tacccggtea
agaactgcgg
ttctagacat

tgctacccgt
tacccatacg
tatgtgctca
gaaacctacg
aacggtctgt
cagaaccctt
tggcgtggeg
aaaggtaaac
atgtgcaaca
tcagegtacg
aatacgctca
actccgecga
gaagaccttc
cgggtettga
agttttatcc
gggccggage
agccgctact

atrgatgcat

Polipéptido sintético

atgatgtgcc
atgtgcctga
gcttgctgac
ttctctgget
atccgtggct
ggactggtgt
aaaatggacg
ccttttggeg
ttctgaaagg
agcggatgtg
aacttgccac
aatacgtcaa
gcgtcttgag
gctttatecg
ggggttatec
tgcggtegeg
gggctattcg

agattacgcc
ttatgcgagc
agaagtggaa
gacagggaaa
gacgggcaaa
gacacaaaac
taaaactcegce
gggggaaaac
caaaccattc
caacatctta
gccaccgaaa
gcagaatact
ttttatccgg
cggttaccct
agaactgcgt
ctactgggeg
tacgcggtcg

300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1299

Met His Met Arg Ser Pro Ala Lys Leu Leu Lys Glu Arg Gly Phe Phe
1 5 10 15

Gly Ala Ile Ala Gly Phe Leu Glu Pro Pro Ala Lys Leu Leu Lys Glu
20 25 30

Arg Gly Phe Phe Gly Ala ITe Ala Gly Phe Leu Glu Pro Pro Ala Lys
35 40 45
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Leu

Pro

65

Ala

Pro

Tyr

Glu

Ser

145

Asn

Leu

Pro

Pro

Arg

Gly

Gly

Tyr

Leu
50

ser
ser
AsSp
Asp
Thr
130

Leu

Gly

Thr

Trp

Phe

210

Met

Arg

Lys

Glu

Lys Glu
Lys Ala
Leu Pro
Tyr Ala

100

val Pro
115
Tyr val

Leu Thr

Leu Tyr
Gly Lys
180
Thr Gly
195
Trp Arg
Cys Asn
Lys Thr
Pro Phe
260

Arg Met

Arg

Tyr

ser

85

Ser

Asp

Leu

Glu

Pro

165

Asn

val

Gly

Ile

Arg

Trp

Cys

Gly

ser

70

Lys

Leu

Tyr

Ser

val
150

Trp

Gly

Thr

Glu

Leu

230

ser

Arg

Asn

Phe

Asn

Ala

Pro

Ala

Leu

135

Glu

Leu

Leu

Gln

Asn

215

Lys

Ala

Gly

Ile

Phe

Cys

Tyr

Ser

Ser

120

Leu

Thr

Thr

TYyr

Asn

200

Gly

Gly

Tyr

Glu

Leu
280

Gly Ala Ile

TYyr

ser

Thr

Tyr

Gly

Pro

185

Pro

Arg

Lys

Glu

Asn

265

Lys

100

Pro

Asn

90

Ala

Pro

Glu

val

Lys
170
Trp
Trp
Lys
Pro
Arg
250

Gly

Gly

TYyr

75

Cys

TYyr

ser

val

Leu
155

Asn

Thr

Thr

Thr

Phe

235

Met

Arg

Lys

Ala
60

Asp

ser

Leu

Glu

140

Trp

Gly

Gly

Gly

Arg

Trp

Cys

LyS

Pro

Gly

val

Pro

Asn

Leu

125

Thr

Leu

Leu

val

val

205

Ser

Arg

Asn

Thr

Pro
285

Phe

Pro

Tyr

TYyr

Thr

Tyr

Thr

190

Thr

Ala

Gly

Ile

Leu

Asp

ASp

95

Tyr

Glu

val

Gly

Pro
175
Gln
Gln
TYr
Glu
Leu
255

Ser

Tyr

Glu

Tyr

val

Pro

val

Leu

Lys
160

Trp

Asn

Asn

Glu

Asn

240

Lys

Ala

val



Lys

AsSnh

305

Leu

Ser

Leu

val

Ala

385

Ile

Arg

<210>
<211>
<212>
<213>

Gln

290

Thr

Lys

Phe

Ser

Leu

370

Ile

Arg

Thr

<220>

<223>

Asn

Leu

Leu

Ile

Phe

355

ser

Arg

Thr

Arg

87
1335
ADN

<400> 87
atgagatctc cggcgaaact gctgaaagaa cgtggctttt ttggcgcgat tgcgggcttt

Thr

Lys

Ala

Phe

Thr

Arg

ser
420

Leu

Leu

Thr

325

Gly

Arg

Ile

Arg

ser

405

Gly

Artificial

Lys
Ala
310
Pro
Tyr
Gly
Arg
Ser
390

Gly

Leu

295

Thr

ser

Pro

TYyr

Pro

Ala

Pro

Ala

ser

Pro

360

TYyr

Pro

Glu

Thr

Pro

Ala

Ala

345

ser

Pro

Glu

Leu

polinucledétido sintético

Pro
Lys
Phe
330
Ala
Ala
Glu

Leu

Arg
410

Pro

Tyr

315

Glu

Phe

Ala

Leu

395

Ser

Asp

Glu

Phe

Arg

Tyr

Lys

Leu

Asp

Glu

365

ser

Arg

Tyr

val

Gln

Arg

Leu

350

Asp

Arg

Tyr

Trp

Lys

Asn

val

335

Arg

Leu

TYyr

Trp

Ala
415

Gln

Thr

320

Leu

val

Arg

Trp

Ala

400

Ile

ctggaaggca gcaaagcgta tagcaactgc tatccgtatg atgtgccgga ttacgcgagt

ctgggctctc tgctgaccga agtggaaacc tatgtgctgg gctggctgac cggcaaaaac

ggcctgtatc cggtgtggac cggcgtgacc cagaacggct tttggcgtgg cgaaaacggce

101

60
120
180
240



cgtaaaaccc
tatgtgaaac
cgtgttctga
acccgtagcg
gccggttttc
tacgccagcc
ggtaaaaatg
gaaaatggtc
ggtccgaaat
gaggacctgc
gccatccgca
ggtgccattg
gttccggatt
tggctgaccg
tggcgeggtg
aaaggcaaag
gcggecttty
cgctattggg
atgatgcatg
<210> 88
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400> 88

Met Arg Ser Pro Ala Lys Leu Leu Lys Glu Arg Gly Phe pPhe Gly Ala

1

431
PRT

gtagcgcgta
agaacaccct
gctttattcg
gtggtccgec
tggaaggtag
tgggtagcct
gtctgtaccc
gcaaaacccg
acgttaaaca
gcgttctgag
cccgcagegg
cgggttttct
atgcgagcct
gcaaaaacgg
aaaacggccg
gtccgaaata
aggacctgcg
cgattcgtac

agctc

Artificial

5

tgaacgtatg
gaaactggcc
tggctatggce
ggccaaactg
caaagcctac
gctgaccgaa
ggtttggacc
cagcgcctac
gaataccctg
cttcatccgc
tggtccgecg
ggaaggtagc
gggtagcctg
tctgtatccg
taaaacccgc
cgtgaaacag
cgttctgagce

ccgcageggc

tgcaacatcc
accggtgcga
gaactgcgta
ctgaaagaac
tctaattgtt
gttgaaacct
ggtgttaccc
gaacgcatgt
aaactggcca
ggttacggtg
gcgaaactgc
aaagcctatt
ctgaccgaag
gtttggaccg
agcgcctatg
aacaccctga
tttattcgcg

ggctaataac

polipéptido sintético

10

tgaaaggcaa
gcgcggegtt
gcecgttattg
gcggtttctt
acccgtacga
acgttctggg
agaatggttt
gtaatattct
ccggcgecag
aactgcgcag
tgaaagaacg
ctaactgcta
tggaaaccta
gtgtgaccca
aacgcatgtg
aactggccac
gctatggtga
tcgagaagct

aggcccgaaa
tgaggacctg
ggcgattcgt
cggtgcgatc
tgttccggat
ttggctgacc
ctggcgeggt
gaaaggtaaa
cgccgectte
ccgctactgg
cggttttttt
tccgtacgat
tgttctgggt
gaacggtttt
caacattctg
cggcgcgage
actgcgcagce

ttctagacat

15

300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1335

Ile Ala Gly gge Leu Glu Gly ser Egs Ala Tyr Ser Asn 555 TYyr Pro

102



Tyr

Glu

val

65

Arg

Lys

Ala

Tyr

Gly

Ala

Asp

Thr

Trp

225

Gly

Ser

Gly

Asp

Thr

50

Trp

Lys

Gly

Ser

Pro

Gly

val

Tyr

Thr

210

Thr

Pro

Ala

Glu

val

35

Tyr

Thr

Thr

Pro

Ala

115

Glu

Pro

Phe

Pro

val

195

Gly

Arg

Lys

Ala

Leu
275

Pro

val

Gly

Arg

Lys

100

Ala

Leu

Ala

Leu

val

Ser

TYyr

Phe

260

Arg

Asp

Leu

val

Ser
85

Tyr

Phe

Arg

Lys

Glu

165

Tyr

Gly

Thr

Ala

val

245

Glu

Ser

TYr

Gly

Thr

70

Ala

val

Glu

ser

Leu

150

Gly

Ala

Trp

Gln

Tyr

230

Lys

Asp

Arg

Ala

Trp

55

Gln

Tyr

Lys

Asp

Ser

ser

Leu

Asn

215

Glu

Gln

Leu

Tyr

ser

40

Leu

Asn

Glu

Gln

Leu

Thr

Gly

Arg

Asn
105

Gly

Gly

Phe

Met

920

Thr

Leu Arg val

120

Tyr

Lys

Lys

Leu

Thr

200

Gly

Arg

Asn

Arg

Trp
280

Trp

Glu

Ala

Phe

Met

Thr

val

265

Ala

103

Ala

Arg

Tyr

170

ser

Lys

Trp

Cys

Leu

250

Leu

Ser

Lys

Trp

75

Cys

Leu

Leu

Ile

Gly

ser

Leu

Asn

Arg

Asn

235

Lys

ser

Arg

Leu

Asn

60

Arg
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REIVINDICACOES

Polipéptido multiepitédpico multimérico, compreendendo
multiplas coépias de uma pluralidade de epitopos peptidicos
de virus influenza, dispostos numa configuracdo selecionada
da estrutura polimérica sequencial alternante (X1X;Xs3..Xq) e
uma estrutura de copolimero em bloco (X1)n(X2)n(X3)n... (Xg)n,
em que n ¢é, em cada ocorréncia, independentemente, um
numero inteiro de 3-5; e

cada de X;-Xg &€ um epitopo peptidico de influenza diferente,
selecionado do grupo consistindo de HA 354-372
correspondendo a El e SEQ ID Ne°: 82, HA 91-108
correspondendo a E2 e SEQ ID N2: 48, Ml 2-12 correspondendo
a E3 e SEQ ID N2: 25, HA 150-159 correspondendo a E4 e
SEQ ID N¢: 52, HA 143-149 correspondendo a E5 e
SEQ ID Ne2: 51, NP 206-229 correspondendo a E6 e
SEQ ID N¢: 64, HA 307-319 correspondendo a E7 e
SEQ ID N2: 59, NP 335-350 correspondendo a ES8 e
SEQ ID N¢: 69 e NP 380-393 correspondendo a E9 e
SEQ ID Ne2: 70.

Polipéptido de acordo com a reivindicacéo 1, compreendendo:

(1) nove epitopos peptidicos de virus influenza diferentes,
dispostos na seguinte estrutura polimérica sequencial
alternante [ElE2E3E4ES5E6E7E8E9],, em que n € 3 ou 5; ou

(ii) trés repeticdes de nove epitopos peptidicos de virus
influenza diferentes, dispostos na seguinte estrutura de
copolimero em Dbloco [E1IE1E1-E2E2E2-E3E3E3-E4E4E4-ESESES-
E6E6E6-E7ETE7-ESESES-EI9E9E9] .



Polipéptido de acordo com a reivindicacdo 1, como exposto
numa sequéncia selecionada do grupo consistindo de

SEQ ID N¢: 84, SEQ ID N¢: 86 e SEQ ID N2: 88.

Polipéptido de acordo com a reivindicacdo 1, compreendendo,

ainda, uma sequéncia veiculo.

Polinucledétido isolado codificando um polipéptido
multiepitdpico de influenza de acordo com qualquer uma das

reivindicacgdes 1-3.

Polinucledétido isolado de acordo com a reivindicacado 5,
codificando uma sequéncia polipeptidica selecionada do
grupo consistindo de: SEQ ID N¢: 84, SEQ ID Ne¢: 8¢, e
SEQ ID N2: 88; ou compreendendo uma sequéncia selecionada
do grupo consistindo de: SEQ ID N¢: 83, SEQ ID N¢: 85 e
SEQ ID Ne2: 87.

Vacina para imunizacdo de um individuo contra influenza
compreendendo, pelo menos, um polipéptido de acordo com a

reivindicacédo 1.

Vacina de acordo com a reivindicagcao 7, compreendendo,

ainda, um adjuvante.

Vacina de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 7 ou 8,
para utilizagdo na inducé&o de uma resposta imunitdria e

conferindo protecgdo contra influenza.



10.

Utilizacdo de um polipéptido de acordo com qualquer uma das
reivindicacgdes 1-4, para a preparacdo de uma composicao

vacinal para imunizacdo contra influenza.

Lisboa, 22 de junho de 2015
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ATGCATATGAGATCTCCAGCTAAACTTCTGAAAGAACGTGGATTTTTCGGTGCAATCGCT
GGTTTTCTGGAGGGGTCGARAAGCCTACAGTARCTCTTACCCCTACGATGTGCCCGATTAT
GCCAGCCTGGGTAGCCTCCTTACAGAAGTTCAAACTTATGTGCTCGGCTGGCTGACAGGE
AARARCGGCCTTTATCCTGTGTGGACCGGCGTGACGCAGRACGGATTCTGGCETGGCGAR
AATGGACGTAANACTCGCAGTGCGETATGAGCGCATCGTETAACATCCTCARAGCTAAAGGC
CCGAAATATGTGAAACAGAATACATTAARAATTAGCCACCGGCGCGAGCGCTGCCTTTGAA
GACCTCCGTIGTGCTCAGTTTTATCCGCGGTTATGGGGAACTGCGTTCTCGCTATTGGGEG
ATCCGTACCCGGTCAGGGGGTCCACCEGCGAAGCTGCTGAAAGAACGTGGGTTICTTCGGT
GCGATTGCCGGTTITCTTGGAAGCGATCAAAAGCGTATTCGAACTGCTACCCGTATGATGIG
CCAGATTACGCCAGCCTGGGCTCCCTCTITGACAGAGGTCGARACCTATGTACTGGGTTGG
CTGACCGGTAAGAACGGTCTGTATCCGGTTTGGACTGGTGTGACACAAAACGGCTTTTGG
CGGGGGGAAARCGGCCGGARARCCCGCAGCGCTTACGAGCGCATGTGCAACATTCTGARA
GGCAAAGGCCCGAAATACGTGAAGCAGAATACGCTCAAACTTGCCACGGGCGCAAGCGCA
GCCTTTGAAGACCTGCGGCTCTTGAGCTTTATCCCCGGTTACGGGGAGCTGCGGTCGCGL
TACTGGGCGATTCGTACGCGTAGTGGTGCACCTCCCGCGAAACTTCTGARAGAGCGGGGL
TTCTTTGGAGCGATTGCGGGCTTCTTGGAGGCAAGCAAAGCCTACTCTAATTGTTACCCA
TACGATGTGCCTGATTATGCGAGCCTCGGETAGCTTGCTCGACAGAAGTGGAAACCTACGTT
CTCGGUTGGCTGACGGGCAAARAATGGTCTCTACCCAGTGTGGACCGGAGTTACCCAGAAT
GEGTTCTGECCCEETGCAGAACGGCCGTARAACACGTTCAGCGTACGAGCGGATGETGCAAC
ATCTTAAAAGGCAAAGGACCGAAATACGTCAAGCAGAATACTCTGAAGTTAGCCACTGGG
GCCTCAGCCGCCTTTGAACACCTITCGCGTCTTGAGTTTTATCCGGGGTTATGEEGAACTG
CGGAGCCGUTACTGGGCTATTCGTACGCGGTCGGGTGCGCCCACTCGAGCCGGCCAAATTG
CTCAAAGAACGTGGTITTCTTCGGAGCGATCGCAGGTTTTCTTGAAGGCTCTAAAGCGTAC
AGCAACTGTTATCCATACGATGTGCCGEATTACGCCAGTCTEGEGTTCCCTCCTGACCGAG
GTGGAAACGTATGTACTAGGATGGCTCACGGGTAARRATEGCTCTCTATCCTCTGTGGACG
GGCGTAACCCAGAACGGCTTTTGGCGGGECGARRACGGCCGCARAACCCGTAGCGCATAC
GAGCGTATGTCTAACATCCTTAAAGGCAAAGGTCCAAAATACGTTAAGCAGAATACCCTG
AAACTGGCTACGGGCGCCAGTGCGELCTTCCARAGATTTACGGGTGCTGTCCITCATCCGE
GGCTATGGTGARCTGCGCTCTCGTTACTGGGCAAT CCGTACCCGCAGTGGCGGACCTCCG
GCTAAACTGETTGARAGARCGCGGCTTCTTTGGTGCTATCGCAGGTTTTCTGGAAGGAAGT
AAAGCATATTCGAATTGTTATCCCTACGACGTGCCEGATTATGCGTCGCTCGGTTCGCTG
CTGACCGAGGTGGARACCTACGTTCTAGGCTGGTTGACAGETAAGAACGGGCTTTACCCG
GTATGGACCGGCGTTACCCAGAACGGTTTTTGGCGCGGTGAAAATGGCCGTARAACTCGG
TCAGCATACGAACGGATGTGCAATATCTTGAARGGTAAAGGACCGAAATACGTTARACAG
AACACGCTGAAACTGGCAACAGGLGCCAGCGCGGCGTTTGAGGATTTACGCGTCCTGTCA
TTTATTCGGGGCTACGGCGAATTACGTAGTCGTTATTGGGCGATTCGTACCCGCAGCGGA
GGGCTCGAGTAATARAAGCTTTCTAGACATATGATGCAT

FIG. 1A
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ATGCATATGAGATCTCCAGCTAAACTTCTGARAGARCGTGGATTTTTCGGTGCAATCGCT
GGTTTTCTGGAGCCACCGGCGAAGCTGCTGARAGAACGTGGGTTCTTCGGTGCGATTGCC
GGTTTCTTGGAACCTCCCGCGARACTTCTGARAGAGCGGGGCTTICTTTGGAGCGATTGCG
GGCTTCTTGGAGCCATCGARAGCCTACAGTAACTGTTACCCCTACGATGTGCCCGATTAT
GCCAGCCTGCCTTCAAAAGCGTATTCGAACTGCTACCCGTATGATGTGCCAGATTACGCC
AGCCTGCCAAGCAAAGCCTACTCTAATTGTTACCCATACGATGTGCCTGATTATGCGAGC
CTCCCTAGCCTCCTTACAGAAGTTGAAACTTATGTGCTCAGCTIGCTGACAGAAGTGGAA
ACCTACGTTCTCAGCTTGCTGACAGAAGTGGAAACCTACGTTCTCTGGCTGACAGGGAAA
AACGGCCTTTATCCTTGGCTGACCGGTAAGARACGGTCTGTATCCGTGGCTGACGGGCARA
AATGGTCTCTACCCATGGACCGGCGTGACGCAGARCCCTTGGACTGGTGTGACACAAAAL
CCATGGACCGGAGTTACCCAGAATCCTTTCTGGCGTGGCGARAATGGACGTARAARACTCGC
AGTGCGTATGAGCGCATGTGTAACATCCTCARAGGTAAACCCTTTTGGECGGGGGGAAAAC
GGCCGGAARACCCGCAGCGCTTACGAGCGCATGTGCAACAT TCTGARAGGCAAACCATTC
TGGCGCGGTGAGAACGGCCGTAAAACACGTTCAGCGTACGAGCGGATGTGCAACATCTTA
AAAGGCAAACCTCCGARAATACGTGAAGCAGAATACGCTCARACTTGCCACGCCACCGAAA
TACGTCAAGCAGAATACTCTGAAGTTAGCCACTCCGCCGAAATACCGTCARAGCAGAATACT
CTGAAGTTAGCCACTCCTTCAGCCGCCTTTGAAGACCTTCGCGTCTTGAGTTTTATCCGG
GGTTATCCAAGCGCAGCCTTTGAAGACCTGCGGGTCTTGAGCTTTATCCGCGGTTACCCT
TCAGCCGCCTTTGAAGACCTTCGCGTCTTGAGTTTTATCCGGGGTTATCCAGAACTGCGT
TCTCGCTATTGGGCCATCCGTACCCGGTCAGGGCCGGAGCTGCGETCGCECTACTGGGCG
ATTCGTACGCGTAGTGGTCCAGAACTGCGGAGCCGCTACTGGGCTATTCGTACGCGGTCG
GGTTAATAACTCGAGAGGCTTTCTAGACATATGATGCAT

FIG. 2A
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ATGAGATCTCCGGCGAAACTGCTGAAAGAACGTGGCTTTTTTGGCGCGATTGTCGGGCTTT
CTGGAAGGCAGCAAAGCGTATAGCAACTGCTATCCGTATGATGTGCCGGATTACGCGAGT
CTGGGCTCTCTGCTGACCGAAGTGGAAACCTATGTGCTGGGCTGGCTGACCGGCARAAAC
GGCCTGTATCCGGTGTGGACCGGCETGACCCAGAACGGCTTTTGGCETGGCGAAAALGGEC
CGTAAAACCCGTAGCGCGTATGAACGTATGTGCAACATCCTGAAAGGCAAAGGCCCGAAA
TATGTGAAACAGAACACCCTGAAACTCGCCACCGGTGCCAGCGCGGLCGTTTGAGGACCTG
CETGTTCTGAGCTTTATTCGTGGCTATGGCGAACTGCGTAGCCGTTATTGGGCGATTCGT
ACCCGTAGCGGTGGTCCGCCGGCCARACTGCTGAAAGAACGCGGTTTCTTCGGTGCGATC
GCCGGTTTTCTGGAAGGTAGCAAAGCCTACTCTAATTGTTACCCGTACGATGTTCCGGAT
TACGCCAGCCTGGGTAGCCTGCTGACCGAAGTTGAAACCTACGTTCTGGGTTGGCTGACC
GGTAAANATGGTCTGTACCCGGTTTGGACCGETGTTACCCAGAATGETTTCEGGCGCGGT
GAAAATGGTCGCAABRACCCGCAGCGCCTACGAACGCATGTGTAATATTCTGAAAGGTAAA
GGTCCGAAATACGTTAAACAGAATACCCTGAAACTGGCCACCGGCGCCAGCGCCGCCTTC
GAGGACCTGCGCGTTICTGAGCTTCATCCGCGGTTACGGTGAACTGCGCAGCCGCTACT GG
GCCATCCGCACCCGCAGCGGTGEGTCCGCCGGCGAAACTGCTGAAAGAACGCGGTTTTITTT
GGTGCCATTGCGGGTTTTCTGGAAGGTAGCAAAGCCTATTCTAACTGCTATCCGTACGAT
GTTCCGGATTATGCGAGCCTGGGTAGCCTGCTGACCGAAGTGGAAACCTATGTTCTGGGT
TGGCTGACCGGCAAAAACGGTCTGTATCCGGTTTGGACCGGTGTGACCCAGAACGGTTTT
TGGCGCGGTGAAAACGGCCGTARAACCCGCAGCGCCTATGAACGCATGTGCARCATTCTG
AARAGGCAAAGGTCCGAAATACCTGAAACAGAACACCCTGAAACTGGCCACCGGCGLGAGC
GCGGCCTTTGAGGACCTGCGCGTTCTGAGCTTTATTCGCGGCTATGGTGAACTGCGCAGC
CGCTATTGGGCGATTCGTACCCGCAGCGGLGGCTAATAACTCGAGRAGCTTTCTAGACAT
ATGATGCATGAGCTC

FIG. 3A
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