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RESUMO

“CONJUGADOS DE AGONISTAS SINTETICOS DE TLR E SUAS UTILIZAgéES”

A invencado proporciona agonistas de TLR e seus conjugados

Uteis em vacinas e para prevenir, inibir ou tratar uma variedade

de disturbios incluindo infecdo patogénica e asma.



DESCRICAO

“CONJUGADOS DE AGONISTAS SINTETICOS DE TLR E SUAS UTILIZAgéES”

Antecedentes

Na ultima década, muito se aprendeu sobre a base molecular
do reconhecimento inato de patogénios microbianos. E geralmente
aceite que muitas células somadticas expressam uma gama de
recetores de reconhecimento padrao que detetam potenciais
patogénios, independentemente do sistema imunitdrio adaptativo

(ver Janeway et al., Annu. Rev. Tmmunol., 20:197 (2002)).

Acredita-se que estes recetores interagem com componentes
microbianos, designados padrdes moleculares associados a
patogénios (PAMP). Exemplos de PAMP incluem peptidoglicanos,
dcidos lipotecdicos de paredes de células gram-positivas, o
acucar manose (o qual é comum em hidratos de carbono microbianos
mas raro em humanos), ADN bacteriano, ARN de cadeia dupla de
virus e glucanos de paredes de células fungicas. 0Os PAMP
geralmente cumprem determinados critérios que incluem, (a) a sua
expressdo por micrdbios mas ndo o0s seus hospedeiros mamiferos,
(b) conservacdo de estrutura através da ampla gama de patogénios
e (c) a capacidade de estimular a imunidade inata. Verificou-se
que o0s recetores do tipo Toll (TLR) desempenham um papel central
na detecdo de PAMP e na resposta precoce a infecdes microbianas

(ver Underhill et al., Curr. Opin. Immunol., 14:103 (2002)).

Foram identificados dez TLR de mamifero e varios seus agonistas.
Por exemplo, TLR7 e TLRY9 reconhecem e respondem a imiquimod e
oligonucledétidos imunoestimulatdérios CpG (ISS-0ODN),

respetivamente. O imunomodulador sintético R-848 (resiquimod)



ativa TLR7 e TLR8. Enquanto a estimulacdo de TLR inicia uma
cascata de sinalizacdo comum (envolvendo a proteina adaptadora
MyD88, o fator de transcrigao NF-kB e citocinas
pré-inflamatdrias e efetoras), determinados tipos de células
tendem a produzir determinados TLR. Por exemplo, TLR7 e TLR9 séo
encontrados predominantemente nas faces internas de endossomas
em células dendriticas (DCs) e 1linfécitos B (em humanos; o0s
macr6fagos de murganho expressam TLR7 e TLR9). O TLR8, por outro
lado, encontra-se em mondécitos de sangue humano (ver Hornung

et al., J. Immunol., 168:4531 (2002)).

Os interferdes (INF) também estdo envolvidos na inducéo
eficiente de uma resposta imunitéaria, especialmente apds infecao

viral (Brassard et al., J. Leukoc. Biol., 71:568 (2002)).

Contudo, muitos virus produzem uma variedade de proteinas que
bloqueiam a produgdo ou agédo de interferdo a diversos niveis.
Acredita-se que o antagonismo de interferdo seja parte de uma
estratégia geral para evitar a imunidade inata, assim como a

adaptativa (ver Levy et al., Cytokine Growth Factor Rev., 12:143

(2001)). O pedido de patente internacional WO 2007/024707
pbés-publicado descreve agonistas de TLR7 e TLRS8. Foram
posteriormente divulgados conjugados de Gag de VIH e um agonista
de TLR7/8 (ver Wille-Reece et al., PNAS, 102: 151190 (2005)).
Também foi descrita a sintese e a atividade imunocestimuladora de
amino-9-benziladeninas 8-substituidas como agonistas de TLR7
(ver Jin et al., Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, 16:
4559 (2006)). Além disso, os agonistas de TLR complexados a
lipossomas foram descritos como componentes de adjuvantes
vacinais (Zaks et al., J. Immunol., 176: 7335 (2006)). Embora os
agonistas de TLR possam ser suficientemente ativos para alguns

métodos de tratamento, em alguns casos 0s antagonistas



microbianos de 1interferdo poderiam mitigar os efeitos de

adjuvante do agonista de TLR sintético.

Uma resposta mais especifica a infecgcdes microbianas é
baseada em imunizacdao ativa ou passiva. Se a imunizacéao
universal nao for considerada eficaz em termos de custos (ou
farmacoeconomicamente vidvel), a identificacdo de uma populacédo
em risco que beneficiaria de imunoprofilaxia pode ser eficaz em
termos de custos, embora a identificacdao dessa populacao possa
ndo ser simples. Nao obstante, hé& algumas populacdes em risco
claramente definidas para determinadas infecdes bacterianas, tal
como infecbdes estafilocdédcicas, incluindo doentes de diédlise,
doentes com derivacdes ventriculoperitoneais, doentes em risco
de endocardite infeciosa e residentes de lares, todos eles
sofrem de estados crénicos que o0s colocam num risco acrescido
prolongado para infegdes estafilocdcicas. Muitos destes doentes
também estdo em risco acrescido de adgquirirem Staphylococcus
aureus resistente a meticilina associado aos servigcos de saude
(HA-MRSA) . Contudo, o blogueio da colonizacao de Staphylococcus

pode ser mais alcancavel do que a protecdo contra infecéao.

A imunoprofilaxia passiva, utilizando anticorpos
policlonais (Capparelli et al., Antimicrob. Agents Chemo.,
49:4121 (2005)) ou anticorpos monoclonais (mAb)

(www .biosynexus.com/productcandidates.html), pode  proporcionar

protecdo imediata (embora de curto prazo) para doentes que, ou
ndo possam esperar gue ocorra um efeito wvacinal, ou cujos
sistemas imunitarios estejam demasiado comprometidos para
montarem uma resposta a uma vacina. Uma potencial indicacgao para
imunoprofilaxia passiva ¢é um surto hospitalar de infecdes
relacionadas com MRSA. Nesses casos, o0s individuos expostos

podem beneficiar de profilaxia imediata, enquanto que individuos



residindo na mesma enfermaria ou servico de cuidados crénicos
podem beneficiar de imunizacdo ativa. Além disso, os doentes de
unidade de cuidados intensivos sdo potenciais beneficidrios de
imunoprofilaxia passiva, dado que cada um deles provavelmente
adquiriria um  ou mais fatores de risco para infecdes

estafilocédcicas.

Sumdrio da Invencdo

A presente invengdo proporciona um composto de acordo com a

seguinte férmula
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O composto da invencdo €& um conjugado sintético de
fosfolipido agonista de TLR (composto conjugado) e atua como um
agente imunoestimulatdério sintético de largo espetro, de longa
duracdo e nédo téxico, o qual é util para ativacdo do sistema
imunitdrio de um mamifero, e. g., um humano. Em particular, o

composto da invencdo otimiza a resposta imunitdria limitando,



simultaneamente, efeitos secunddrios sistémicos associados a

agonistas de TLR ndo conjugados.

O agonista de TLR sintético pode ajudar a dirigir o
conjugado para os TLR nos endossomas de células alvo e melhorar
a distribuigcdo do componente macromolecular. Numa forma de
realizacd&o, o agonista de TLR pode ser um agonista de TLR7 ou
TLR8. Além disso, o agonista de TLR sintético pode melhorar a
resposta ao componente macromolecular do composto 1nventivo
(e. g., resposta imunitaria). Do mesmo modo, a macromolécula
pode ser Util para ativacdo do sistema imunitédrio e/ou pode
dirigir o conjugado a células particulares. Deste modo, 0
componente macromolecular do composto inventivo pode melhorar a
atividade do agonista de TLR sintético ou ter atividade
desejavel separada. Por exemplo, o componente macromolecular
pode melhorar a atividade do agonista de TLR ao ajudar a dirigir
o agonista para o TLR nos endossomas de células alvo, por
estimulagdo da transducgéo de sinal induzida pelo agonista de TLR
ou por reticulacdo do recetor ou qgqualguer sua combinacao. De
acordo com a invencdo, o componente macromolecular do composto
inventivo ¢é um lipido o qual ©pode ser espontaneamente
incorporado em lipossomas. Numa forma de realizag¢do nao
reivindicada, a macromolécula ¢é uma nanoparticula a qual tem
grupos amina na sua superficie. Uma vez ligado a um agonista de
TLR, o conjugado agonista de TLR-nanoparticula pode ser de um
tamanho, por exemplo, cerca de 100 nm, que pode residir (estar

presente) em endossomas.

As 1infecbes de Staphylococcus aureus (SA) adguiridas em
hospital sdo uma causa muito importante de morbidade e
mortalidade. Contudo, as vacinas nao sao utilizadas em quadros

agudos, porque demoram demasiado a atuar e nédo sado eficazes em



doentes imunocomprometidos. A invencdo proporciona um método
para a vacinacdo rapida de doentes em risco para infecgdes
bacterianas gram-positivas, e. g., 1nfecbes de SA, o qual
emprega agonistas do recetor 7 do tipo Toll (TLR7) e um ou mais
antigénios (imunogénios) de bactérias gram-positivas. A
utilizagdo das vacinas da invencdo induz imunidade em cerca de

6 dias, a qual proporciona para aplicacdbes nao recetivas a

protocolo de wvacinacao padrao (e. g., quadros de cuidados
agudos) .
Como aqui divulgado, foi preparada uma composicao

compreendendo uma bactéria gram-positiva, Bacillus anthracis
(BA), e um agonista de TLR7 sintético. A composicdo induziu a
secrecdo de IL 12 e IL6 (indicativa de ativacdo de macrdéfagos
derivados de medula éssea (BMDM)) in vitro e protegeu murganhos
versus desafio subsequente de BA intrapulmonar, de outro modo
letal, in vivo. Em particular, a administracdo de uma composicao
que contém um conjugado de agonista de TLR7 e um imunogénio
(UC-IV199-albumina/esporos de BA irradiados) induziu imunidade
protetora para BA no espacgco de 6 dias. Em contraste, a injecéo
dos animais com esporos de BA isoladamente, ou com BA mais um
adjuvante convencional, i. e., toxina da cdlera (CT), nao
protegeu os animais de um desafiador letal. A rapidez de uma
resposta imunitaria protetora num animal ndo tratado foi

inesperada.

A invencéo proporciona, deste modo, uma composicéao
farmacéutica, de um modo preferido, uma composicdo imunogénica,

compreendendo o composto de acordo com a fdérmula
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Numa forma de realizacdo ndo reivindicada, uma composicéao
imunogénica da invenc¢do inclui um agonista de TLR sintético, tal
como um agonista de TLR7, e. g., UC-IV199, ligado a uma célula
bacteriana gram-positiva, por exemplo, ligado a grupos amino
livres em Staphylococcus aureus morto; um agonista de TLR
sintético, tal como um agonista de TLR7 ligado a um extrato
bacteriano de antigénios bacterianos gram-positivos isolados; um
agonista de TLR sintético, tal como um agonista de TLR7 ligado a
proteina bacteriana gram-positiva isolada, e. g., proteina
recombinante; ou um agonista de TLR sintético, tal como um
agonista de TLR7 1ligado a hidratos de carbono Dbacterianos
gram-positivos isolados. Por exemplo, um agonista de TLR7

sintético pode ser 1ligado a hidratos de carbono bacterianos

utilizando métodos para conjugar polissacéaridos de
Staphylococcus aureus a veiculos ©proteicos (tal Como 0s
utilizados para toxoide teténico). A preparacado bacteriana morta

pode ser preparada utilizando irradiacao gama, tratamento
térmico ou guimico. Noutra forma de realizagdo nédo reivindicada,

uma composicdo imunogénica da invencdo inclui um agonista de TLR



sintético, tal como um agonista de TLR7 ligado a um adjuvante e
uma preparacdo compreendendo células bacterianas gram-positivas
mortas; um agonista de TLR sintético, tal como um agonista de
TLR7 ligado a um adjuvante e uma preparagao compreendendo um
extrato Dbacteriano gram-positivo; ou um agonista de TLR
sintético, tal como um agonista de TLR7 ligado a um adjuvante e
uma preparacao compreendendo um antigénio bacteriano
gram-positivo isolado, e. g., proteina recombinante. Por
exemplo, a composicgdo imunogénica pode incluir UC-IV199 ligado a
albumina e uma preparacdo com bactérias gram-positivas mortas,
e. g., Staphylococcus aureus morta. Numa forma de realizacdao néao
reivindicada, uma composicédo imunogénica da invencdo inclui um
agonista de TLR7 sintético 1ligado a um adjuvante e uma
preparacdo compreendendo um antigénio bacteriano gram-positivo
recombinante, tal como uma proteina bacteriana gram-positiva
isolada ou um seu péptido, ou hidrato de carbono bacteriano
gram-positivo isolado. Numa forma de realizagdo, uma dose uUnica
da composicdo imunogénica pode mostrar atividade muito potente,
e. g., proporcionar imunidade protetora, num curto periodo de

tempo, e. g., inferior a cerca de 10 dias.

Numa forma de realizacéao, uma vacina esterilizada é
administrada a um individuo, de 0 a 7 dias antes da
hospitalizacéao. Numa forma de realizacao, a vacina é
administrada intramuscularmente. Numa forma de realizacdo, a

vacina é administrada a uma dosagem entre 10 pg e 10 mg.

A utilizacdo de conjugados de agonistas de TLR sintéticos,
tal como agonistas de TLR7 da invencgdo, é vantajosa, dado gque a
quimica acessivel e versatil permite a conjugacdo a qualqgquer
antigénio e o0s conjugados modificdveis tém estequiometria

definida. Os conjugados sdo pouco dispendiosos de preparar e sao



potentes e, assim, proporcionam réapida protecdo, possibilitando
a utilizacdo em quadros agudos, tais como trauma, queimadura,

pré-cirurgia ou bioterrorismo.

Consequentemente, & proporcionado um composto da seguinte

férmulac:
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O componente macromolecular no conjugado da invencao forma
uma ligacgdo estédvel com o agonista de TLR, i. e., o conjugado

ndo atua como um profdrmaco.

Alem disso, a invencao proporciona uma composicao
farmacéutica compreendendo o composto da férmula acima, de um
modo preferido, em combinagdo com um diluente ou veiculo

farmaceuticamente aceitéavel.

A invencado inclui a utilizacdo do composto conjugado de
acordo com a fdérmula acima. O conjugado pode ser util para

prevenir, inibir ou tratar disturbios, incluindo, mas nao



limitados a asma alérgica, doencas infeciosas, tal como infecdes
respiratdérias wvirais, e. g., as associadas a infecdo por virus
de influenza ou virus sincicial respiratdério (RSV), lupus e
outras doengas autoimunes, e como uma vacina, e. g., para cancro
ou doencas infeciosas. Numa forma de realizacdo, uma dose unica
do conjugado pode mostrar atividade muito potente na estimulacéao
da resposta imunitdria. Além disso, devido a baixa toxicidade do
conjugado, em algumas circunsténcias, podem ser administradas
doses mais elevadas, e. g., sistemicamente, enquanto sob outras
circunsténcias podem ser administradas doses inferiores, e. g.,
devido a 1localizacdo do conjugado. Numa forma de realizacao,
quando administrado a doses elevadas, o conjugado de agonista de
TLR sintético pode deduzir uma resposta antagonistica e, assim,
pode ser util para inibir ou tratar a asma ou doencgas
autoimunes. Uma primeira dose pode deduzir uma hiperresposta, a
qual, por sua vez, suprime a resposta imunitdria evitando, desse
modo, a inflamacd&o. Deste modo, a utilizacdo de doses mais
elevadas e a readministracdo podem resultar em inibicdo de uma

resposta imunitéaria.

Numa forma de realizac&o, a invengdo proporciona um método
para prevenir ou inibir uma infecdo bacteriana gram-positiva num

mamifero.

A invencdo proporciona um composto da invencgcao para
utilizacdo em terapia médica (e. g., para profilaxia de doencas
bacterianas, tal como numa vacina). O composto da invencgéao

também pode ser utilizado para biodefesa, e., contra B. antraz.

E ainda proporcionada a composicdo e o composto da invencédo
para utilizacdo em terapia médica, e. g., para tratar asma ou

infecdes wvirais, ou prevenir infec¢do viral, assim como a

10



utilizacdo dos conjugados para o fabrico de um medicamento para
o tratamento de um estado ou sintoma associado a TLR ou um
estado ou sintoma no qual estejam 1indicadas uma resposta

imunitdria aumentada ou uma resposta imunitdria suprimida

Além disso, a invencdo também proporciona uma composicao
farmacéutica compreendendo o composto da invencdo, em combinacéo
com um diluente ou veiculo farmaceuticamente aceitéavel,
opcionalmente, em combinagdo com uma preparacadao de uma bactéria
gram-positiva selecionada, e. g., uma preparacdo ou um extrato
morto, proteina isolada de uma bactéria gram-positiva
selecionada ou hidrato de carbono (polissacédrido) isolado de uma

bactéria gram-positiva selecionada.

O composto conjugado pode otimizar a resposta imunitaria
limitando, simultaneamente, efeitos secundérios sistémicos

indesejdveis de agonistas de TLR7.

Numa forma de realizacdo, a invencdo proporciona o composto
reivindicado para utilizacdo na prevencado ou tratamento de uma
infegdo bacteriana gram-positiva num mamifero, tal como um
humano. A utilizac&o inclui a administracdo, a um mamifero a
necessitar dessa terapia, de uma quantidade eficaz do composto

da invencgdo ou um seu sal farmaceuticamente aceitavel.

Também ¢é proporcionado um método nao reivindicado para
identificar conjugados uUteis para prevenir, inibir ou tratar um
estado ou sintoma particular, e. g., por identificacdo do perfil
de citocina induzido pelo conjugado in vitro ou in vivo ou por
identificacéo do endossoma, e. g., precoce, médio ou tardio, qgue
tem o TLR para o agonista de TLR. Como células diferentes tém

endossomas diferentes, a identificacdo de padrdes de endossoma

11



em células pode permitir o direcionamento de conjugados para
tipos de células especificos ou melhorar o acesso de conjugados

a endossomas.

Breve Descricdo de Figuras

As Figuras 1 a 5, 10 a 15, 17 a 25 e 27 relacionam-se com

formas de realizacdo néo reivindicadas.

A Figura 1 mostra um conjugado de agonista de

TLR/alfagalactosil-ceramida.

A Figura 2 ilustra um conjugado UC-1V150 de Gl PAMAM com um

nucleo de etilenodiamina.

A Figura 3A ilustra um ligante (SANH) para conjugacao de

uma macromolécula e um agonista de TLR sintético.

A Figura 3B ilustra a sintese de UC-1V150.

A Figura 3C ilustra a conjugacédo de UC-1V150 a MSA. 200 pL
de MSA (25 mg/mL) s&o misturados com 100 pL de tampdo de
conjugacado (fosfatos a 1 M, pH=7,2) e 690 uL de PBS. 844 nug de
SANH, em 10 pL de DMF (excesso molar de 40 vezes para MSA), séo
adicionados a solucédo de proteina (A concentracdo final de NP na
mistura reacional €& 5 mg/mL). Apds mistura suave, a reacgdo é
deixada prosseguir, a temperatura ambiente, durante 2 horas.
Para remover o excesso de SANH, a mistura reacional é carregada
num dispositivo de filtro microcon spin (YM-3, Millipore) e
concentrada para cerca de 70 pL. 460 png de UC-1V150 dissolvidos

em 10 pL de DMF foram adicionados a MSA modificada com SANH e a

12



mistura reacional foi incubada, a T.A., de um dia para o outro.
Para remover o excesso de UC-1V150, a mistura reacional foi, em
primeiro lugar, concentrada para 50 pL utilizando um dispositivo
de filtro microcon spin (Millipore: YM-3) e carregada numa

coluna G25 micro-spin (GE Healthcare).

A Figura 4 é uma ilustracdo grafica do perfil de absorcéo
(a cerca de 350 nm) de um composto de fédrmula I (um conjugado de

OVA/SANH/UC-1V50) .

A Figura 5 ilustra o perfil de absorvéncia de uma reacdo de
conjugagdo de um agonista de TLR7 sintético, UC-1V150, a
albumina de soro de murganho (MSA). A proporcido de UC-1V150 para

MSA é, aproximadamente, 5:1.

A Figura 6 ilustra um conjugado de agonista de

TLR/fosfolipido.

A Figura 7 mostra 0 efeito da administracao de

UC-1V199/1ipido a diferentes doses e calendarizacdes.

As Figuras B8A-B mostram gque o UC-1V199/1ipido inibe a
sinalizagcdo de TLR7 e TLR2.

A Figura 9 ilustra a resposta de dose bifasica a um
agonista de TLR7 ultrapotente (um agonista pico/nanomolar e

antagonista micromolecular).

As Figuras 10A e B ilustram que os conjugados de
UC-1V150/MSA ativam macrdéfagos derivados de medula dssea de
murino (painel A) e células mononucleares de sangue periférico

humano (painel B). As células foram incubadas com diversas

13



concentragdes dos conjugados, de 0,5 nM a 10 pM com BMDM, ou de
0,1 a 10 pM com PBMC. Os sobrenadantes de cultura foram
recolhidos apdés 24 horas e o0s niveis de <citocina foram

analisados por Luminex.

As Figuras 11A, B, e C ilustram a eficdcia in vivo de um
conjugado de agonista de TLR7. Os murganhos C57BL/6 foram
injetados (i.v., por meio da veia da cauda) com diversas
quantidades de UC-1V150 (SM-360320 modificado com aldeido) ou
UC-1V150/MSA por murganho. As amostras de soro foram recolhidas
e 08 niveis de citocina foram analisados por Luminex. O efeito
do agonista de TLR7 sintético ndo conjugado, SM-360320, durou
apenas apenas 2 horas, enquanto que o UC-1V150/MSA prolongou O

efeito para, pelo menos, 6 horas.

A Figura 12 mostra atividade local in vivo sustida de um
conjugado de UC-1V150/MSA, sem um efeito sistémico. Os murganhos
C57BL/6 foram anestesiados e administrados (i.t.) com 3 nmol de
UC-1V150/MSA. Nos intervalos de tempo indicados, os murganhos
foram sacrificados e BALF e soros recolhidos. 0Os dados foram
combinados a partir de duas experiéncias separadas com, pelo
menos, seis murganhos por grupo. Os resultados mostram o0s

valores médios = SEM.

A Figura 13 mostra a inducéo de <citocina em BMDM por

conjugado de esporo de antraz irradiado-agonista de TLR7.

A Figura 14 proporciona graficos de sobrevivéncia apds
imunizagdo de murganhos com UC-1V150/MSA e desafio com esporos.
A) Os murganhos A/J fémea com idades correspondentes foram
administrados, i.n., apenas com solucado salina ou solucdo salina

contendo MSA (uma quantidade equivalente a UC-1V150/MSA), UC-

14



1v150 ou UC-1V150/MSA, a 0,75 nmole/murganho, 1 dia antes de
infecdo por B. anthracis e a sobrevivéncia foi avaliada até
13 dias. B) Os murganhos Balb/c foram administrados, i.n., com
solugdo salina ou UC-1V150/MSA, a 5 nmole/murganho, 1 dia antes
de infecdo por virus de influenza e a sobrevivéncia seguiu-se
durante 21 dias. Em cada modelo, foram realizados curvas de
sobrevivéncia de Kaplan-Meier e testes de log-rank ©para
determinar a significéncia. Em cada grupo, foram testados, pelo

menos, 8 murganhos.

A  Figura 15 ©proporciona um grafico de sobrevivéncia
percentual apdés uma dose uUnica de vacina com agonistas e

conjugados de TLR7.

A Figura 16 dilustra que a protecdo contra a exposicédo a

esporos de antraz depende de células CD4+.

A Figura 17 mostra um perfil de citocina local em
murganhos. Murganhos C57BL/6 foram administrados, 1i.t., com um
conjugado de UC-1V150/MSA ou UC-1V136 ndo conjugado, a 3 nmole
ou 500 nmole por murganho, respetivamente. BALF e soros foram
recolhidos nos intervalos de tempo indicados e os niveis de
citocina determinados por imunocensaio multiplice. 0Os valores
médios de, pelo menos, 3-5 murganhos por grupo, sao

mostrados *= SEM.

A Figura 18 ilustra o espetro de absorvéncia para

conjugacgédo direta de particulas de SIV a UC-1V150.

A Figura 19 ilustra a inducdo de citocina em BMDC por um

conjugado de um agonista de TLR7 sintético e particulas virais.
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As Figuras 20A-B ilustram os efeitos de um conjugado de
UC-1V150/SIV inativado (painel A) ou UC-1V150/0OVA/ODN (painel B)
na producdo de IL-12. As BMDC mieldides foram incubadas, durante
24 horas, sob diversas condig¢gdes, com 0,1 pg/mL, como indicado.
Os niveis de IL-12 no sobrenadante celular foram medidos por

ELISA.

A Figura 21 ¢é uuma ilustracdo grafica da estimulacdo de
células dendriticas derivadas de medula Ossea (BMDC) com

OVA/UC-1V150 ou OVA/ODN (ODN = oligodesoxinucledtido).

A Figura 22 ¢é uma ilustracdo do espetro de UV de um

conjugado duplo, (OVA/UC-1V150/0DN 1043).

A Figura 23 é uma ilustracdo da inducgcdo de IL-12 em BMDC
utilizando conjugados de OVA/ODN/UC-1V150. OVA/1043 e OVA/1018

sdo conjugados de ODN.

A Figura 24 ilustra a conjugagcdao de um agonista de TLR
sintético a um componente de lipido de um lipossoma. O
autoagrupamento do conjugado de TLR, ligado por meio de ligante
espacador a um lipido c-15, resultou na formacao de
nanoparticulas a 100 nM. O agonista de TLR e um éster de NHS do
lipido foram colocados em reacdo em quantidades equimolares em
DMF e 1 equivalente de trietilamina, durante 6 horas. A mistura
reacional foi purificada por preparacdo de HPLC sob condicgdes

isocrédticas em 50:50 acetonitrilo/&gua.

A Figura 25 mostra um esquema de um conjugado de agonista
de TLR/1lipossoma. Os lipossomas sao formados com
colesterol :DOPE:DSPC:mPEG2000-DSPE: TLR-DSPE:BODIPY-DOPE
30:30:30:5:5:1,5; DSPE = distearoilfosfatidiletanolamina;
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DOPE = dioleoilfosfatidiletanolamina; BODIPY = 6-(((4-4-
difluoro-5-(2-tienil)-4-bora-3a,4a-diaza-s-indaceno-3-
il)estiriloxi)acetil)amino-hexanamido-DOPE.
Colesterol:DOPE:DSPC:DSPE-agonista de TLR:DSPE-mMPEG (em
proporcao molar de 1:1:1:0,16:0,16) em clorofdérmio foram
retirados em tubos de cultura de vidro de 30 mL, secos sob uma
corrente de azoto gasoso e dessecados em vacuo, durante um
minimo de 6 h, para remover qualquer solvente orgénico residual.
A pelicula 1lipidica seca foi hidratada em 4&gua desionizada
estéril num volume total de 1 mL, durante um minimo de 12 horas.
Os lipossomas foram agitados, durante 2-3 minutos, para remover
qualquer pelicula lipidica aderente e sonicados num sonicador de
banho (ULTRAsonik 28X), durante 2-3 minutos, a temperatura
ambiente, para produzir vesiculas multilamelares (MLV). As MLV
foram, depois, sonicadas com uma sonda de Ti (utilizando um
sonicador Branson 450, a 100% de ciclo de servico e poténcia de
saida de 25 W), num banho de gelo, durante 1-2 minutos, para
produzir vesiculas wunilamelares pequenas (SUV), como indicado
pela formagdo de uma solugdo translucida clara. A solugao foi
filtrada ©por pressdao em sequéncia através de membranas de
policarbonato Nucleopore de 200 e, depois, 100 nm, para se
obterem nanoparticulas de lipossomas de 100 nm, com um fator de

polidispersibilidade inferior a 0,1.

A Figura 26 mostra a sintese do conjugado lipidico WW-109.
0,45 mg (1 pmole) de IV-199 foram adicionados a 100 pL de uma
solugdo de DOPE a 10 mM em clorofdédrmio. A esta solugdo foram
adicionados 0,1 mg de trietilamina de um stock de clorofdérmio. A
mistura foi colocada em reacdo, a temperatura ambiente, durante
24 horas e o clorofdérmio foi submetido a rotavapor. O residuo
s6lido Dbranco foi lavado trés vezes em 60%/metanol/hexano e

centrifugado, para se obter um sdélido branco. A m/z por spec de

17



Massa foi 1086 e o composto tinha uma absorcdo médx. de UV a
268 nm. As unidades de &cidos gordos de diversos comprimentos de
cadeia podem ser utilizadas para preparar os compostos andlogos,
incluindo &cidos carboxilicos Ci14-C,; com um, dois, trés ou quatro
sitios de insaturacdo, epoxidacdo, hidroxilagdo ou uma sua
combinacdo, em quaisquer localizacgdes exequiveis da cadeia de
carbono de acido carboxilico. Numa forma de realizacéo
especifica, as porgdes de Aacidos gordos sdo Aacidos carboxilicos
Ci; com um local de insaturacdo em Czg—-Cy. Noutra forma de
realizacdo especifica, as porcgdes de 4acidos gordos sdo 4acidos
carboxilicos Cig com um local de insaturacdo em Cyo—Cip. As porcgdes
de acidos carboxilicos de cada porcdo de &cidos gordos podem ser

iguais ou podem ser diferentes (ver, e. g., a Figura 6).

A Figura 27 ilustra um esquema de uma particula de silica

com agonistas de TLR ligados covalentemente a ela.

A Figura 28 proporciona compostos exemplificativos para a
preparacdo de conjugados da invencao ou para utilizacdo nos
métodos da invencdo. Outros conjugados incluem agonistas de TLR
ligados a albumina sérica humana, e. g., HSA/UC-1V150, ou
DOPE/UC-1V199. 0O UC-1X-51 aumenta os niveis de TNF alfa trés

vezes (110 ng/mL)

Descricdo Detalhada da Invencgado

Definicdes

Como aqui utilizado, o termo “anticorpo” refere-se a uma
proteina tendo um ou mais polipéptidos substancialmente

codificados por genes de imunoglobulina ou fragmentos de genes
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de imunoglobulina. ©Os genes de imunoglobulina reconhecidos
incluem os genes da regidao constante capa, lambda, alfa, gama,
delta, épsilon e mu, assim como a miriade de genes de regiéo
varidavel de imunoglobulina. As cadeias leves sao classificadas
como capa ou lambda. As cadelias pesadas sado classificadas como
gama, mu, alfa, delta ou épsilon, as quais, por sua vez, definem
as classes de imunoglobulina, IgG, IgM, IgA, IgDh e IgE,

respetivamente.

Sabe-se que a unidade estrutural Dbéasica de imunoglobulina
(anticorpo) compreende um tetrémero. Cada tetramero é composto
por dois pares idénticos de cadeias polipeptidicas, cada par
tendo uma cadeia “leve” (cerca de 25 kD) e uma “pesada” (cerca
de 50-70 kD). A terminacdo N de cada cadeia define uma regiéo
varidvel de cerca de 100 a 110 ou mais aminodcidos responsaveis,
principalmente, pelo reconhecimento de antigénio. As expressdes
cadeia leve wvariavel (Vy) e cadeia pesada variéavel (Vy)

referem-se a estas cadeias leves e pesadas, respetivamente.

Os anticorpos podem existir como imunoglobulinas intactas,
ou como modificagdes numa variedade de formas incluindo, por
exemplo, FabFc,, Fab, Fv, Fd, (FabN),, um fragmento de Fv que
contém apenas as regides varidveis de cadeia leve e pesada, um
fragmento de Fab ou (Fab)N, contendo as regides varidveis e
partes das regides constantes, um anticorpo de cadeia unica,
e. g., scFv, anticorpos enxertados com CDR e semelhantes. A
cadeia pesada e leve de uma Fv pode ser derivada do mesmo
anticorpo ou anticorpos diferentes produzindo, desse modo, uma
regido de Fv quimérica. O anticorpo pode ser de origem animal
(especialmente murganho ou rato) ou humana ou pode ser quimérico
ou humanizado. Como aqui utilizado, o termo “anticorpo” inclui

estas formas diversas.
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Uma composicdo é constituida por “substancialmente tudo” de
um composto particular, ou uma forma particular de um composto
(e. g., um isdmero) quando uma composicdo compreende, pelo
menos, cerca de 90% e, de um modo preferido, pelo menos, cerca
de 95%, 99% e 99,9%, da composicdo particular com base no peso.
Uma composicdo compreende uma “mistura” de compostos, ou formas
do mesmo composto, quando cada composto (e. g., isdmero)
representa, pelo menos, cerca de 10% da composicdo com base no
peso. Um andlogo de purina da invencdo, ou um seu conjugado,
pode ser preparado como um sal de acido ou como um sal de base,
assim como nas formas de &cido livre ou base livre. Em solucgéao,
determinados compostos da invencao podem existir como
zwiterides, em que o0s contra-ides sao proporcionados pelas
prdoprias moléculas de solvente, ou de outros ides dissolvidos ou

suspensos no solvente.

Como aqui utilizado, o) termo “isolado” refere-se a
preparagdo, isolamento e/ou purificagdo in vitro de uma molécula
de 4&cido nucleico, um péptido ou proteina ou outra molécula, de
modo gque nao esteja associada a substancias in vivo ou esteja
presente numa forma que ¢é diferente da que se encontra na
natureza. Deste moo, o termo “isolado”, quando utilizado em
relacdo a um acido nucleico, como em “oligonucledétido isolado”
ou “polinucledétido isolado”, refere-se a uma sequéncia de &cidos
nucleicos que ¢é identificada e separada de, pelo menos, um
contaminante com o gqual estd habitualmente associada na sua
fonte. Um 4acido nucleico isolado estd presente numa forma ou
configuracdo que ¢é diferente daquela na qual é encontrada na
natureza. Em contraste, 4&cidos nucleicos nao isolados (e. g.,
ADN e ARN) sédo encontrados no estado em gue existem na natureza.

Por exemplo, uma dada sequéncia de ADN (e. g., um gene) &
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encontrada no cromossoma de célula hospedeira na proximidade de
genes vizinhos; as sequéncias de ARN (e. g., uma sequéncia de
ARNm especifica codificando uma proteina especifica) sao
encontradas na célula como uma mistura com numerosos outros ARNm
que codificam um sem-numero de proteinas. Por este motivo, com
respeito a uma “molécula de 4&cido nucleico isolada”, a gual
inclui um polinucledtido de origem gendmica, de ADNc ou
sintética ou alguma sua combinacdo, a “molécula de 4A&cido
nucleico isolada” (1) nao estd associada a totalidade ou uma
porcdo de um polinucledtido no gqual a “molécula de 4acido
nucleico isolada” se encontra na natureza, (2) estd ligada, de
um modo operativo, a um polinucledétido ao qual ndo estd ligada
na natureza ou (3) ndo ocorre na natureza como parte de uma
sequéncia maior. A molécula de &cido nucleico isolada pode estar
presente na forma de cadeia tUnica ou cadeia dupla. Quando uma
molécula de &cido nucleico for wutilizada para expressar uma
proteina, o &cido nucleico contém, no minimo, a cadeia sentido
ou codificante (i. e., o &cido nucleico pode ser de cadeia
Gnica), mas pode conter as cadeias sentido e anti-sentido

(i. e., o acido nucleico pode ser de cadeia dupla).

O termo “aminoadcido”, como aqui utilizado, compreende os
residuos dos aminodcidos naturais (e. g., Ala, Arg, Asn, Asp,
Cys, Glu, Gln, Gly, His, Hyl, Hyp, Ile, Leu, Lys, Met, Phe, Pro,
Ser, Thr, Trp, Tyr e Val) na forma D ou L, assim como
aminodcidos nado naturais (e. g., fosfoserina, fosfotreonina,
fosfotirosina, hidroxiprolina, gama—-carboxiglutamato; acido
hiparico, &cido octa-hidroindole-2-carboxilico, estatina, &cido
1,2,3,4,-tetra-hidroisoquinolina-3-carboxilico, penicilamina,
ornitina, citrulina, -metil-alanina, para-benzoilfenilalanina,
fenilglicina, propargilglicina, sarcosina e terc-butilglicina).

O termo também compreende aminoacidos naturais e nado naturais,
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portadores de um grupo protetor amino convencional (e. g.,
acetilo ou benziloxicarbonilo), assim como aminodcidos naturais
e nao naturais protegidos na terminacdo carboxilo (e. g., como
um alguilo(C1-C¢), fenil ou benzil éster ou amida; ou como uma
-metilbenzilamida). Outros grupos protetores amino e carboxilo
adequados sdo conhecidos pelos especialistas na técnica (ver,
por exemplo, T.W. Greene, Protecting Groups In Organic
Synthesis; Wiley: Nova Iorque, 1981, e referéncias ai citadas).
Por exemplo, um aminodcido pode estar ligado ao resto de um
composto de férmula I através da terminacdo carboxilo, da
terminagdo amino ou através de qualquer outro ponto de
conjugacdo conveniente, tal como, por exemplo, através do

enxofre da cisteina.

A expressao “recetor do tipo Toll” (TLR) refere-se a um
membro de uma familia de recetores que se ligam a padrdes
moleculares associados a patogénios (PAMP) e facilitam uma
resposta 1munitdria num mamifero. S&o conhecidos dez TLR de

mamifero, e. g., TLR1-10.

A expressado “agonista do recetor do tipo Toll” (agonista de
TLR) refere-se a uma molécula que se liga a um TLR. Os agonistas
de TLR sintéticos sao compostos quimicos gque sdo concebidos para
se ligarem a um TLR e ativarem o recetor. Agonistas de TLR
sintéticos exemplificativos aqui proporcionados incluem
“agonista de TLR-7", “agonista de TLR”, “agonista de TLR-3"” e
“agonista de TLR-9”. O0Os agonistas de TLR incluem imiguimod,

resiquimod, broprimina e loxoribina.

A expressao “acido nucleico”, como aqui utilizada,
refere-se a ADN, ARN, motivos de hibridacdo de cadeia tunica,

cadeia dupla ou mais altamente agregados e qgualisquer suas

22



modificagdes qguimicas. As modificag¢bes incluem mas nédo estéo
limitadas as que proporcionam grupos gquimicos gque incorporam
carga, polarizabilidade, ligacbes de hidrogénio, interacéo
eletrostdtica e fluxionalidade adicionais as bases de ligando de
dcido nucleico ou ao ligando de &cido nucleico como um todo.
Essas modificag¢des incluem mas né&o estdo limitadas a 4&acidos
nucleicos peptidicos (ANP), modificagdes de grupo fosfodiéster
(e. g., fosforotioatos, metilfosfonatos), modificacdes de acucar
na posicao 27, modificacbes de pirimidina na posicéao 5,
modificacgdes de purina na posicédo 7, modificagdes de purina na
posicao 8, modificacbes de purina na posicao 9, modificagdes em
aminas exociclicas, substituicdo de 4-tiouridina, substituicéo
de 5-bromo ou 5-iodo-uracilo; modificacdes de estrutura,
metilacgdes, combinac¢des de emparelhamento de bases pouco
habituais, tais como as isobases, isocitidina e isoguanidina e
semelhantes. 0Os &cidos nucleicos também podem incluir bases néo
naturais, tal como, por exemplo, nitroindole. As modificacdes
também podem incluir modificacbdes em 3’ e 57, tais como

capsulacdo com um BHQ, um fluordéforo ou outra unidade.

Como aqui wutilizados, “sais farmaceuticamente aceitéveis”
referem-se a derivados dos compostos divulgados, em que O
composto parental é modificado por preparacgdo dos seus sais de
dcido ou base. Exemplos de sais farmaceuticamente aceitédveis
incluem mas ndo estdo limitados a sais de &cidos minerais ou
organicos de residuos béasicos, tal como aminas; sais alcalinos
ou organicos de residuos &cidos, tal como acidos carboxilicos; e
semelhantes. Os sais farmaceuticamente aceitdveis incluem os
sais nédo tdxicos convencionais ou o0s sais de amdénio quaternédrio
do composto parental formado, por exemplo, de acidos inorgénicos
ou organicos nédo toéxicos. Por exemplo, esses sais ndo téxicos

convencionais incluem os derivados de &cidos inorgénicos, tais
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como cloridrico, bromidrico, sulfurico, sulfamico, fosfdérico,
nitrico e semelhantes; e o0s sais preparados a partir de &cidos
orgénicos, tais como acético, propidnico, succinico, glicédlico,
esteérico, lactico, mélico, tartérico, citrico, ascdrbico,
pamdbico, maleico, hidroximaleico, fenilacético, glutémico,
benzoico, salicilico, sulfanilico, 2-acetoxibenzdéico, fumérico,
toluenossulfénico, metanossulfdénico, etanodissulfdénico, oxalico,

isetidénico e semelhantes.

Os sais farmaceuticamente aceitdveis dos compostos uUteis na
presente invencgdo podem ser sintetizados a partir do composto
parental, o qual contém uma porcdo bédsica ou &cida, por métodos
gquimicos convencionais. Geralmente, esses sais podem ser
preparados por reacdo das formas de &acido ou base livre destes
compostos com uma quantidade estequiométrica da base ou é&cido
apropriado em agua ou num solvente orgénico, ou numa mistura dos
dois; geralmente, os meios ndo aquosos, como éter, acetato de
etilo, etanol, isopropanol ou acetonitrilo, sé&o preferidos. As

listas de sails adequados sao encontradas em Remington’s

Pharmaceutical Sciences, 172  ed., Mack Publishing Company,

Easton, PA, p. 1418 (1985), cuja divulgacdo €& aqui dada como

incorporada por citacao.

A expressdo “farmaceuticamente aceitdvel” ¢é aqui utilizada
para se referir aos compostos, materiais, composicdes e/ou
formas de dosagem que sao, no ambito da avaliacdo médica iddnea,
adequados para utilizacdo em contacto com os tecidos de seres
humanos e animais, sem toxidade, irritacdo, resposta alérgica
excessivas, ou outro problema ou complicacdo proporcional a uma

razdo beneficio/risco razoavel.
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Salvo descrito de outro modo, sao utilizadas as seguintes
definic¢cdes: halo ou halogéneo ¢é fluoro, cloro, bromo ou iodo.
Alquilo, alcoxilo, alcenilo, alcinilo, etc., denotam grupos
lineares e ramificados; mas a referéncia a um radical
individual, tal como “propilo”, abrange apenas o radical de
cadeia linear, um isdmero de cadeia ramificada, tal como
“isopropilo”, sendo especificamente referido. Arilo denota um
radical fenilo ou um radical carbociclico biciclico fundido em
orto que tem cerca de nove a dez adtomos de anel, nos quais, pelo
menos, um anel ¢é aromatico. Het pode ser heterocarilo, o qual
abrange um radical conjugado por meio de um carbono de anel de
um anel aromdtico monociclico contendo cinco ou seis atomos de
anel consistindo de carbono e um a qguatro heterodtomos, cada
selecionado do grupo consistindo de oxigénio néd&o-perdxido,
enxofre e N(X), em que x estd ausente ou é& H, 0, algquilo(Ci:-C4),
fenilo ou benzilo, assim como um radical de um heterociclo
biciclico fundido em orto, de cerca de oito a dez atomos de anel
dele derivados, particularmente um derivado benzo ou um
derivado, por fusdo a este de um dirradical de propileno,

trimetileno ou tetrametileno.

Serd entendido pelos especialistas na técnica que o0s
compostos da invencdo que tém um centro gquiral podem existir e
ser 1solados nas formas oticamente ativas e racémicas. Alguns
compostos podem exibir polimorfismo. Deve ser compreendido que a
presente 1invencdo abrange qualquer forma racémica, oticamente
ativa, polimérfica ou estereoisomérica, ou suas misturas, de um
composto da invencdo, o qual possul as propriedades uteis aqui
descritas, sendo bem conhecido na técnica como preparar formas
oticamente ativas (por exemplo, por resolucdo da forma racémica
por técnicas de recristalizacdo, por sintese a partir de

materiais de partida oticamente ativos, por sintese quiral ou
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por separacdo cromatografica utilizando uma fase estacionéria
quiral) e como determinar atividade agonista wutilizando os
testes padrédo aqui descritos, ou utilizando outros testes
semelhantes, o0s quais sdo bem conhecidos na técnica. Também é
compreendido pelos especialistas na técnica que os compostos
aqui descritos incluem os seus diversos tautdmeros, os quais

podem existir em diversos estados de equilibrio entre si.

“Quantidade terapeuticamente eficaz” pretende incluir uma
quantidade de um composto Util na presente invencdo ou uma
quantidade da combinacdo de compostos reivindicados, e. g., para
tratar ou prevenir a doenca ou disturbio, ou para tratar os
sintomas da doenga ou disturbio, num hospedeiro. Como aqui
utilizado, “tratamento” ou “tratar” inclui (i) prevencao da
ocorréncia de um estado patoldgico (e. g., profilaxia); (ii)
inibicdo do estado patoldgico ou paragem do seu desenvolvimento;
(iii) alivio do estado patoldgico; e/ou diminuicido dos sintomas

associados ao estado patoldgico.

Como aqui utilizado, o termo “doente” refere-se a
organismos a serem tratados pelos métodos da presente invencgao.
Esses organismos incluem mas nado estédo limitados a mamiferos,
tal como humanos. No contexto da invencdo, o termo “individuo”
geralmente refere-se a um individuo que 1ird& receber ou que
recebeu tratamento (e. g., administracdo de um composto da

invencao) .

“Composto estavel” e “estrutura estavel” pretendem indicar
um composto que ¢é suficientemente robusto para sobreviver ao
isolamento até um grau de pureza Util de uma mistura reacional e
formulagdo num agente terapéutico eficaz. Apenas o0s compostos

estaveils sdo contemplados pela presente invencéo.
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Agonistas e Conjugados de TLR da Invencdo e Suas

Utilizacdes

Numa forma de realizacdo, a invengao proporciona o composto
inventivo para utilizacdo na prevencdo ou tratamento de um
estado ou sintoma patoldégico num mamifero, tal como um humano,
em que estd implicada a atividade de um agonista de TLR e a sua
acdo ¢é desejada. A utilizacdo inclui a administracdo, a um
mamifero a necessitar dessa terapia, de uma quantidade eficaz do
composto da invencdo ou um seu sal farmaceuticamente aceitéavel.
Exemplos ndo limitativos de estados ou sintomas patoldgicos que
sao adequados para tratamento incluem cancros, doencas
inflamatérias do aparelho gastrointestinal, cérebro, pele,
articulacdes e outros tecidos, doencas bacterianas ou virais,
doencas autoimunes e tratamento da Doenca de Crohn. O composto
da 1invencéo também pode ser utilizado para preparar vacinas
contra Dbactérias, virus, células cancerigenas, ou péptidos
especificos de cancro, ou para estimular anticorpos monoclonais
anticancerigenos, como um estimulante do SNC, ou para biodefesa.
A invengado proporciona, deste modo, um composto da invencao para
utilizagcdo em terapia médica (e. g., para utilizacdo como um
agente anticancerigeno, para tratar doencas Dbacterianas, para
tratar doencas virais, tais como hepatite C e hepatite B, para
tratar a Doenca de Crohn e, geralmente, como agentes
terapéuticos para tratamento de doenca imunoldgica). Além disso,
o composto da invencdo pode prevenir a carcinogénese, e. g., por
virus da hepatite C e hepatite B e pode ser utilizado para o
fabrico de um medicamento uUtil para o tratamento de cancro,
infecdo wviral ou bacteriana, Doenca de Crohn e disturbios

imunoldgicos num mamifero, tal como um humano.
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Numa forma de realizacdo, a presente invencdo proporciona o
composto inventivo para utilizacgdo no tratamento de uma infecéo
viral num mamifero, por administracdo do conjugado de agonista
de TLR da invencdo. A 1infecdo viral pode ser causada por um
virus de ARN, um produto do wvirus de ARN que atua como um
agonista de TLR e/ou um virus de ADN. Um virus de ADN
exemplificativo é o virus da hepatite B. Numa forma de
realizacdo, a 1infecdo viral ¢é causada por um coronavirus que
causa Sindrome Respiratdéria Aguda Grave (SARS), um virus da

Hepatite B ou um Virus da Hepatite C.

Numa forma de realizacdo, a presente invencdo proporciona o
composto inventivo para utilizacgcdo no tratamento do cancro, por
administracdo de uma quantidade eficaz do conjugado de agonista
de TLR da invengdo. O cancro pode ser um cancro sensivel a
interferdo, tais como, por exemplo, uma leucemia, um linfoma, um
mieloma, um melanoma ou um cancro renal. Os cancros especificos
que podem ser tratados incluem melanoma, cancro superficial da
bexiga, qgueratoses actinicas, neoplasia intraepitelial e
carcinoma da pele de célula basal, escamosa e semelhantes. Além
disso, o método da invencdo inclui tratamento para um estado
pré-canceroso, tais como, por exemplo, queratoses actinicas ou
neoplasia intraepitelial, polipose familiar (pdlipos), displasia
cervical, cancros cervicais, cancro superficial da bexiga e
quaisquer outros cancros associados a infecdo (e. g., linfoma,

sarcoma de Karposi ou leucemia); e semelhantes.

Noutra forma de realizacgdo, a presente invencdo proporciona
o composto inventivo para utilizacdo no tratamento de uma doencga
autoimune, por administracdo de uma quantidade terapeuticamente

eficaz do conjugado de agonista de TLR da invencdo ou um sal
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farmaceuticamente aceitéavel desse composto. Sao doencas
autoimunes exemplificativas a Esclerose Multipla, lupus, artrite

reumatoide e semelhantes.

Noutra forma de realizacgdo, a presente invencdo proporciona
o composto inventivo para utilizacdo no tratamento da Doenca de
Crohn, por administracdo do conjugado de agonista de TLR da

invencéo.

Numa forma de realizacdo ndo reivindicada, os conjugados de
agonista de TLR podem incluir um polimero agonista de TLR
homofuncional, e. g., formado de um agonista de TLR7 ou um
agonista de TLR3. O agonista de TLR7 pode ser uma porcado de
7-tia-8-oxoguanosinilo (TOG), uma porcao de 7-desazaguanosinilo
(7DG), uma porgcao de resiquimod ou uma porgao de imigquimod.
Noutra forma de realizacdo ndo reivindicada, o conjugado de
agonista de TLR pode incluir um polimero agonista de TLR
heterofuncional. O polimero agonista de TLR heterofuncional pode
incluir um agonista de TLR7 e um agonista de TLR3 ou um agonista
de TLRY9 ou todos os trés agonistas. O polimero agonista de TLR
heterofuncional pode incluir um agonista de TLR8 e um agonista

de TLRO.

Um aspeto né&o reivindicado da invencao inclui conjugar
covalentemente um agonista de TLR sintético com macromoléculas
selecionadas para alcancar, por exemplo, uma forma, tamanho e
valéncia moleculares desejados, de modo a otimizar as
propriedades imunoldgicas do conjugado resultante e/ou
direcionar ou distribuir o conjugado para células e tecidos
desejados. Como aqui descrito, o conjugado é concebido para ser
util numa variedade de aplicag¢des médicas, incluindo mas néo

limitadas a asma alérgica, infecdes respiratdrias virais
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(influenza e RSV), lupus e outras doencas autoimunes e como
combinacdes de antigénio-adjuvante para vacinas contra cancro e
doencas infeciosas. O conjugado proporciona uma resposta
imunitdria o6tima limitando, simultaneamente, efeitos secundarios
sistémicos indesejdveis por unido do ativador imunitédrio (o
agonista de TLR sintético) a uma macromolécula por uma ligacédo
covalente forte. A macromolécula pode servir como uma entidade
de direcionamento e/ou uma parte integral da resposta
imunitéaria, tal como o) antigénio num conjugado de
adjuvante-antigénio. Uma vantagem muito importante quando se
administra o conjugado estdvel num ambiente localizado € que
apenas sao libertadas quantidades muito pequenas de agonista de

TLR ao longo do tempo no ambiente sistémico.

Numa forma de realizacdo ndo reivindicada, a macromolécula
é selecionada de produtos, tais como proteinas, lipidos ou
dendrimeros, ou polimeros tendo grupos amino nas suas
superficies, tal como “esferas amino” de poliestireno, cada
tendo grupos amino primdrios disponiveis para conjugacdo a um
ligante, tal como SANH, ou para conjugacao direta ao agonista de
TLR7 sintético. Por exemplo, apds conjugacdo do ligante e
macromolécula, o agonista de TLR7, tal como UC-1V150, é colocado
em reacdo com O éster NHS do conjugado de SANH-macromolécula,
para proporcionar um conjugado de agonista de

TLR7-SANH-macromolécula.

As vacinas nao sao geralmente utilizadas em gquadros agudos,
porgue (1) demoram demasiado a atuar e (2) ndo sdao eficazes em
doentes imunocomprometidos. Por exemplo, as infecdes por
Staphylococcus aureus (SA) sa&ao uma causa mhuito importante de
morbidade e mortalidade em doentes hospitalizados. Os grupos

particularmente em risco sd&o 0s aqueles cCcoOom I1mUnNossupressao
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devido a queimaduras, trauma, colocagcdo de cateter, didlise ou
idade avancada em lares. Além disso, muitas estirpes de SA
adquiridas em hospital sao resistentes aos antibidéticos

convencionais.

A presente invencdo supera estas duas Dbarreiras para
tratamento. A utilizacdo de composicdes, incluindo o composto
reivindicado, é aqui proporcionada. Os ligandos de TLR7
geralmente tém fraca farmacocinética e absorcdo e excrecéo
sistémicas rdapidas. Devido a dispersdo sistémica, resultam em
sindrome de citocina. Adjuvantes eficazes devem criar um
“gradiente imunitdrio” de citocinas e quimiocinas. Numa forma de
realizacd&o, a conjugagdo de um agonista de TLR7 sintético
potente a uma macromolécula melhora as propriedades de
distribuic¢déo, melhora a farmacocinética e evita toxicidade

sistémica por exposicdo localizada.

Numa forma de realizacdo nado reivindicada, a invencéo
proporciona um método para prevenir ou inibir uma infecgao
bacteriana gram-positiva num mamifero, compreendendo a
administragdo ao mamifero de uma quantidade eficaz de uma
composicado compreendendo um antigénio bacteriano de uma bactéria
gram-positiva e uma quantidade de um agonista de TLR7 sintético.
Noutra forma de realizacdo, a 1invencdo proporciona um método
para prevenir ou inibir uma infecdo bacteriana gram-positiva num
mamifero, compreendendo a administragdo ao mamifero de uma
quantidade eficaz do composto reivindicado. Por exemplo, um
conjugado de 1V150-MSA (ndo reivindicado) retém a sua atividade
de agonista de TLR7, tem poténcia melhorada e toxicidade
reduzida, causa ativacdo local de imunidade inata e 1induz
protecdo imunitdria dependente de célula T no espago de 6 dias

apdés uma Unica vacinacdo com um antigénio bacteriano.
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Numa forma de realizacdo nao reivindicada, um agonista de
TLR7 sintético ¢ administrado ou conjugado a um ou mais
antigénios de S. aureus. A Tabela 1 proporciona antigénios
exemplificativos para S. aureus para utilizacdo com agonistas de
TLR7 sintéticos, particularmente em quadros de cuidados agudos.
As vacinas da invencdo podem, inesperadamente, proporcionar uma

resposta imunitdria rédpida e eficaz.

Tabela 1

Imunogénios de Staphylococcus aureus

Arma

Toxina B exfoliativa

Toxina A exfoliativa

Toxina da sindrome de chogue téxico
Enterotoxina A-E, H-U

Proteina de ligacdo de sialoproteina Ossea
Proteina de ligacdo de colagénio
Fator A de aglutinacao

Fator B de aglutinacéao

o—hemolisina

v—hemolisina

Proteina A

Fator A de aglutinacéao

Proteina A de ligacédo de fibronectina
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(continuacao)

Imunogénios de Staphylococcus aureus

Arma

Proteina B de ligacdo de fibronectina
Proteina de ligacdo de colagénio
Acido lipoteicdico

Peptidoglicano

Proteina A

Proteina B de ligacédo de fibronectina
oa—hemolisina

Leucocidina de Panton-Valentine
Proteina de ligacdo de colagénio
Acido lipoteicédico

Peptidoglicano

Polissacédrido capsular

Fator A de aglutinacéao

Proteina A

Proteinas de ligacdo de fibronectina
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Numa forma de realizacdo nao reivindicada, a invencéao

proporciona os seguintes conjugados

— "”'I — ™
NH, NH, H
N~ S R N
ﬂéf =0 X Lo
R-X""N" N R-X"NT TN
XX AP
|- (‘Rs) | - fRa)
S o S m
(R?, (R%)y
- - q L —+q
um composto dg.féfmyla (I1) um composto de férmula (IIT)
Tiazolopirimidinas Purinas
x' = -0-, -S- ou -NR°-,

em que R° hidrogénio, alquiloCi i, ou alquiloC; i, substituido com
cicloalquiloCs s ou RS e R!, considerados em conjunto com o Atomo
de azoto podem formar um anel Theterociclico ou um anel
heterociclico substituido, em que 0s substituintes sao
hidrdéxido, alquiloCi_g, hidroxi—-alcilenoC;, ¢, alcoxiloCq_g,

alcoxiloC, s alcilenoC;. s ou ciano;

em que R' é alquilo(C1-Cip), alquilo (C1—Cip) substituido, ariloCs 1o
ou ariloCs.19 substituido, heterociclicoCs.y, heterociclico Cso
substituido; em que os substituintes nos grupos alquilo, arilo
ou heterociclico sdo hidréxido, alquiloCi-g, hidroxi-alcilenoCig,
alcoxiloCi-4, alcoxiloCi-¢ alcileno Ci-4, amino, ciano, halogéneo

ou arilo;

cada R’ &, independentemente, hidrogénio, -O0H, alquilo(C;-Cg),

algquilo (C1—Cyg) substituido, alcoxilo (C1—Cg), alcoxilo (C1—Cg)
substituido, -C(0)-alguilo (C1—-Cg) (alcanoilo),
-C(0)-alguilo (C1-Cyg) substituido, —C(0)—arilo (Cg—Cip) (aroilo),
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-C(0)—-arilo (Cs—Cip) substituido, -C (0)0OH (carboxilo),
-C(0)Oalgquilo (C1—-Cyg) (alcoxicarbonilo), —C(0)Oalquilo (C,—Cyg)
substituido,  -NR*R®,  -C(O)NR°R®  (carbamoilo),  -0-C(O)NR°R®,
—alcileno (C;—C¢) -NR®R”, -—alcileno(C;-C¢)-C(0O)NR®R®, halo, nitro ou

ciano;

em que cada R* e R" &, independentemente, hidrogénio,
alquilo(Ci-g), cicloalguilo (Cs-Cg), alcoxilo (Ci-g),
halo-algquilo(Ci-¢), cicloalguil (C3-Cg)alquilo(Ci—g),
alcanoilo(Ci—¢), hidroxi-alquilo(Ci-¢), arilo, aril-alquilo(Ci-g),
arilo, aril-alquilo (Ci-5), Het, Het alquilo (Ci—p) ou
alcoxicarbonilo(Ci—5); em que X? é uma ligacdo ou um grupo de
ligacédo; em que R® & uma macromolécula; em que n & 1, 2, 3 ou 4;

em que m é 1 ou 2;

em que g ¢ 1 a 1000, 104, 105, 10° ou mais; ou um seu sal
farmaceuticamente aceitdvel. 0Os grupos de macromoléculas podem
incluir moléculas organicas, compostas por carbono, oxigénio,
hidrogénio, azoto, enxofre, fdésforo ou suas combinacgdes, as
quais nao sejam nocivas para tecidos corporais (e. g., sado nao
tdéxicas e/ou ndo causam inflamacdo) e podem incluir, mas néo
estar limitadas a dendrimeros, proteinas, péptidos, lipidos e
suas formulagdes (e. g., nanoparticulas de lipossomas), com ou
sem ligantes (grupos X?) e polimeros modificados por amino, tal
como esferas de poliestireno, assim como o-galactosilceramidas

(ver a Figura 1).
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Os compostos podem ser preparados utilizando compostos que

tendo a férmula (IA-1):

NH,

NS N,
L/NiN}-OH
Xy X?
L@ -

(R%), (IA-1)

R1_x1

onde X’ é um grupo que pode reagir com um grupo especifico de
compostos, e. g., os divulgados na Patente U.S. N2 6329381
(Kurimoto et al.), ou forma uma ligacdo com um grupo de ligacéao
ou reage para formar uma ligagdo com uma macromolécula e as
varidveis restantes sao como definidas acima para a
férmula (IA). Exemplos ndo limitativos de macromoléculas incluem
aqueles com cadeias laterais que aumentam a solubilidade, tais
como, por exemplo, grupos contendo anéis de morfolino,
piperidino, pirrolidino ou piperazino e semelhantes;
aminocdcidos, polimeros de aminocdcidos (proteinas ou péptidos),
e. g., dipéptidos ou tripéptidos e semelhantes; hidratos de
carbono (polissacéaridos), nucledtidos, tais como, por exemplo,
ANP, ARN e ADN e semelhantes; polimeros de materiais organicos,
tais como, por exemplo, polietilenoglicol, poli-lactida e
semelhantes; lipidos monoméricos e poliméricos; nanoparticulas
organicas insoluveis; substéncias corporais nédo téxicas, tais
como, por exemplo, células, lipidos, vitaminas, cofatores,
antigénios, tal como, por exemplo micrdébios, tais como, por
exemplo, virus, bactérias, fungos e semelhantes. 0Os antigénios
podem incluir organismos intactos inativados ou seus

subcomponentes, e. g., células e semelhantes.

36



Numa forma de realizacdo nao reivindicada, um composto da

invencdo tem férmula (IC):

Q3
\Z QZ
Y
X7 e
A e
N
R1_x1 N

em que

-

X é& N ou CRY, em que R* ¢& hidrogénio, halogéneo, algquilo
substituido, alquilo ndo substituido, hetercalgquilo substituido
ou heteroalguilo ndo substituido;

Y € S ou N;

0os tracos (-——--) indicam ligacdes opcionais; em que:

quando a ligacdo entre Y e o carbono marcado por um asterisco é

uma ligacao dupla, Q% ndo esta presente;

quando a ligacdo entre Q' e o carbono marcado por um asterisco é

uma ligacdo dupla, Q' é 0, S, NY' ou NNY’Y’; e
quando a ligacé&o entre Q' e o carbono marcado por um asterisco é

uma ligacdo simples, Q' é hidrogénio, ciano, nitro, O0-Y*, S-Y?,

NY'Y? ou NY’NY’Y*; em que
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Y’ é hidrogénio, alquilo substituido, alquilo n&o substituido,
cicloalquilo substituido, cicloalquilo nao substituido,
heteroalgquilo substituido, heteroalgquilo ndo substituido, arilo
substituido, arilo nado substituido, heteroarilo substituido,
heteroarilo ndo substituido, -C(=0)-algquilo substituido, -C(=0)-
alquilo n&o substituido, -C(=0)0O-alquilo substituido, -C(=0)0-

alquilo né&o substituido, ciano, nitro, hidroxilo ou O—Y%

Y% Y? e Y4, sdo, cada, independentemente, hidrogénio, alquilo
substituido, alquilo ndo substituido, heterocalquilo substituido,
heteroalgquilo ndo substituido, arilo substituido, arilo néo
substituido, heteroarilo substituido, heteroarilo nao

substituido;

Zz é& 0, S ou NY°, em que Y  ¢é hidrogénio, algquilo substituido,
alquilo nao substituido, heteroalquilo substituido,
heteroalgquilo ndo substituido, arilo substituido, arilo néo
substituido, heteroarilo substituido, heteroarilo nao

substituido;

Q* e Q° sao, cada, independentemente hidrogénio, alquilo
substituido, alquilo nédo substituido, heterocalquilo substituido,
heteroalgquilo ndo substituido, arilo substituido, arilo néo
substituido, heteroarilo substituido, heteroarilo nao

substituido;

R° é hidrogénio, alquiloCi; .o, ou alquiloC; i, substituido, ou R e
R' considerados em conjunto com o atomo de azoto podem formar um

anel heterociclico ou um anel heterociclico substituido;

38



R' ¢é hidrogénio, alquilo(Ci-Cip), alquilo(C,;-Ciq) substituido,
ariloCs 190 ou ariloCs 19 substituido, anel heterociclicoCs., ou anel

heterociclicoCs ¢ substituido;

cada R’ &, independentemente, hidrogénio, -O0OH, alquilo(C;-C¢),
alquilo (C,—Cg) substituido, alcoxilo (C1—Cg), alcoxilo (C1—Cg)
substituido, —-C(0)-alguilo (C1-Cs) (alcanoilo), -C(0) -
alquilo (C1—-Cg) substituido, -C(0)-arilo(C¢-Cip) (aroilo), -C(O)-

arilo (Cg—Cio) substituido, -C(0)0H (carboxilo),
-C(0)0Oalquilo (C1-Cyg) (alcoxicarbonilo), —C(0)0Oalquilo (C1-Cyg)
substituido, -NRaRb, ~-C(O)NR®R® (carbamoilo), -0-C(0)NR®R",

—alcileno (C1—C¢) -NR®R®, -—alcileno (C;—C¢)-C(O)NR®R®, halo, nitro ou

ciano;

cada R®* e R” ¢, independentemente, hidrogénio, alquilo(C:-Cs),
cicloalgquilo (C3—Cg), heteroalquilo(Ci-Cg), alcoxilo(Ci-Cg), halo-
alquilo (C1-Cyg), cicloalquil (C5-Cs) alquilo (C:-Cg),
alcanoilo (C1-Cs), hidroxi-alquilo (C:-Cs), arilo, aril-

alquilo (C1-Cs), Het, Het alquilo(Ci-Cg) ou alcoxicarbonilo(C:-Cg);

em que 0s substituintes em guaisquer grupos alquilo,
cicloalquilo, heterocalguilo, amino, alcoxilo, alcanoilo, arilo,
heteroarilo ou heterociclico s&o um ou mais (e. g., 1, 2, 3, 4,
5 ou 6) hidrdéxido, alquiloCi_¢, hidroxi-alcilenoCi_¢, alcoxiloCi_g,
cicloalquiloCss, alcoxiCj;_galcilenoC;_¢, amino, ciano, halogéneo,

heterociclo (tais como piperidinilo ou morfolinilo) ou arilo;

X? é uma ligacdo ou um grupo de ligacgao;

k& 0, 1, 2, 3 ou 4;

né& 0, 1, 2, 3 ou 4; e
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R® é uma macromolécula compreendendo uma célula, virus, vitamina,
cofator, péptido, proteina, molécula de &cido nucleico, lipido,
esfera ou particula, tal como uma esfera de poliestireno, ou

nanoparticulas, ou um dendrimero;

ou um seu sal farmaceuticamente aceitdvel, 1incluindo os seus

hidratos.

Em determinadas formas de realizacdo nao reivindicadas, os
grupos X°-R® podem formar um ligante a uma segunda porcao de
férmula (IC), de modo a formar um dimero. Por exemplo, o ligante
pode ser qualquer ligante como aqui descrito, tais como um arilo
ou heterocarilo divalente, Dbis-arilamida, bis-heteroarilamida,
bis-aril-hidrazida, bis-heteroaril-hidrazida ou semelhantes.
Alternativamente, Q° pode formar um ligante a uma segunda porgao
de férmula (IC), de modo a formar um dimero através de uma

ligacédo dissulfureto. Ver, por exemplo, A Figura 28.

Nos casos onde os compostos sdo suficientemente béasicos ou
acidicos para formarem sais de acido ou base, a utilizagdo dos
compostos como sais pode ser apropriada. Sdo exemplos de sais
aceitdveis os sais de adicdo de &cido orgénico formados com
dcidos os quais formam um anido fisioldgico aceitavel, por
exemplo, tosilato, metanossulfonato, acetato, citrato, malonato,
tartarato, succinato, Dbenzoato, ascorbato, o-cetoglutarato e
o—glicerofosfato. Também podem ser formados sais 1inorganicos
adequados, incluindo sais de <cloridrato, sulfato, nitrato,

bicarbonato e carbonato.

Os sals aceitédveis podem ser obtidos utilizando processos

correntes bem conhecidos na técnica, por exemplo, por reacdo de
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um composto suficientemente béasico, tal como uma amina, com um
acido adequado proporcionando um anido fisiologicamente
aceitdvel. Também podem ser preparados sais de metais alcalinos
(por exemplo, sédio, potéassio ou litio) ou metais

alcalinoterrosos (por exemplo, cédlcio) de 4acidos carboxilicos.
Algquilo inclui grupos alquiloCi—;p lineares ou ramificados,
e. g., metilo, etilo, propilo, Dbutilo, pentilo, isopropilo,

isobutilo, 1l-metilpropilo, 3-metilbutilo, hexilo e semelhantes.

Algquilo inferior inclui grupos alquiloC;_¢ lineares ou

ramificados, e. g., metilo, etilo, propilo, l-metiletilo,
butilo, l-metilpropilo, 2-metilpropilo, 1,1-dimetiletilo,
pentilo, l-metilbutilo, 2-metilbutilo, 3-metilbutilo,

l,1-dimetilpropilo, 1l,2-dimetilpropilo, 2,2-dimetilpropilo e

semelhantes.

O termo “alcileno” refere-se a uma cadeia de hidrocarboneto

divalente linear ou ramificada (e. g., etileno: —-CH,-CH;-).

CicloalgquiloCs.; inclui grupos tais como, ciclopropilo,
ciclopentilo, ciclo-hexilo, ciclo-heptilo, e semelhantes, e
grupo cicloalgquiloCs.; substituido em alquilo, de um modo
preferido, grupo alquiloC;—s linear ou ramificado, tails como
metilo, etilo, propilo, butilo ou pentilo e grupo
cicloalguiloCs_4, tais como ciclopentilo ou ciclo-hexilo e

semelhantes.

Alcoxilo inferior inclui grupos alcoxiloC,_4, tais como

metoxilo, etoxilo ou propoxilo e semelhantes.
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Alcanoilo inferior inclui grupos alcanoiloC,_4s, tais como
formilo, acetilo, propanoilo, butanoilo, pentanoilo ou hexanoilo

e semelhantes.

AroiloCs-11, inclui grupos tais como benzoilo ou naftoilo;

Alcoxicarbonilo inferior inclui grupos alcoxicarboniloC;_7,

tals como metoxicarbonilo, etoxicarbonilo ou propoxicarbonilo e

semelhantes.
Grupo alguilamino inferior significa grupo amino
substituido com grupo alquiloCi_g, tais como metilamino,

etilamino, propilamino, butilamino e semelhantes.

Grupo dif(alquilo inferior)amino significa grupo amino
substituido pelo mesmo ou diferente e grupo alquiloCi;—¢s (e. g.,

dimetilamino, dietilamino, etilmetilamino).

Grupo alquilcarbamoilo inferior significa grupo carbamoilo
substituido com  grupo algquiloCq_¢ (e. g., metilcarbamoilo,

etilcarbamoilo, propilcarbamoilo, butilcarbamoilo).

Grupo di(alquilo inferior)carbamoilo significa grupo
carbamoilo substituido pelo mesmo ou diferente e grupo
alquiloCi_¢ (e. g., dimetilcarbamoilo, dietilcarbamoilo,

etilmetilcarbamoilo).

Atomo de halogéneo significa &tomo de halogéneo, tais como

atomo de fluor, atomo de cloro, atomo de bromo ou atomo de iodo.

Arilo refere-se a um grupo ariloCs o monociclico ou ciclico

fundido, tais como fenilo, indenilo ou naftilo e semelhantes.
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Heterociclico ou heterociclo refere-se a grupos
heterociclicos monociclicos saturados, ou grupo heterociclico

monociclico ou fundido insaturado, contendo, pelo menos, um

heterodtomo, e. g., 0-3 &tomos de azoto (-NR%~, onde R® é H,
alquilo ou Y%, como aqui definido), 0-1 atomos de oxigénio (-0-)
e 0-1 atomos de enxofre (-S-). Exemplos né&o limitativos de grupo

heterociclico monociclico saturado incluem grupo heterociclico
saturado de 5 ou 6 membros, tais como tetra-hidrofuranilo,
pirrolidinilo, morfolinilo, piperidilo, piperazinilo ou
pirazolidinilo. Exemplos ndo limitativos de grupo heterociclico
monociclico insaturado incluem grupo heterociclico insaturado de
5 ou 6 membros, tais como furilo, ©pirrolilo, pirazolilo,
imidazolilo, tiazolilo, tienilo, piridilo ou pirimidinilo.
Exemplos né&o limitativos de grupos heterociclicos fundidos
insaturados incluem grupo heterociclico biciclico insaturado,
tais como indolilo, isoindolilo, quinolilo, benzotizolilo,
cromanilo, benzofuranilo e semelhantes. Um grupo Het pode ser um
grupo heterociclico saturado ou um grupo heterociclico

insaturado, tal como um grupo heterocarilo.

R° e R', considerados em conjunto com o &tomo de azoto ao
qual estdo conjugados, podem formar um anel heterociclico.
Exemplos ndo limitativos de anéis heterociclicos incluem anéis
heterociclicos saturados de 5 ou 6 membros, tais como
l pirrolidinilo, 4-morfolinilo, 1l-piperidilo, l-piperazinilo ou
l-pirazolidinilo, anéis Theterociclicos insaturados de 5 ou

6 membros, tal como l-imidazolilo e semelhantes.

Os grupos alquilo, arilo heterociclicos de R' podem ser
opcionalmente substituidos com um ou mais substituintes, em que
0s substituintes sd8o iguais ou diferentes e incluem alquilo

inferior; cicloalquilo, hidroxilo; hidroxi-alcilenoCi-s, tais
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como hidroximetilo, 2-hidroxietilo ou 3-hidroxipropilo; alcoxilo
inferior; alcoxiloCy ¢ alquiloCq_g, tais como 2-metoxietilo,
2_etoxietilo ou 3-metoxipropilo; amino; algquilamino;

dialguilamino; ciano; nitro; acilo; carboxilo; alcoxicarbonilo

inferior; halogéneo; mercapto; alquilC,_¢tio, tais como,
metiltio, etiltio, propiltio ou butiltio; alguiltioCi_g
substituido, tais como metoxietiltio, metiltioetiltio,

hidroxietiltio ou cloroetiltio; arilo; arilo substituido em Cs-19
monociclico ou <ciclico fundido, tais como 4-hidroxifenilo,
4 _metoxifenilo, 4-fluorofenilo, 4-clorofenilo ou
3,4_diclorofenilo; heterociclico insaturado de 5-6 membros, tais
como furilo, pirrolilo, pirazolilo, imidazolilo, tiazolilo,
tienilo, piridilo ou pirimidinilo; e heterociclico biciclico
insaturado, tais como indolilo, isoindolilo, quinolilo,
benzotiazolilo, cromanilo, benzofuranilo ou ftalimino. Em
determinadas formas de realizacdo, um ou mais dos grupos acima
podem ser expressamente excluidos como um substituinte de

diversos outros grupos das fédrmulas.

Em algumas formas de realizacdo nado reivindicadas, o© anel
de cinco membros da fédrmula & um anel de tiazole, e. g., onde Y

da férmula IA acima é S e Q% esta ausente.

Os grupos alquilo, arilo, heterociclico de R? podem ser
opcionalmente substituidos com um ou mais substituintes, em que
os substituintes sao iguais ou diferentes e incluem hidroxilo;
alcoxiloCi_g, tais como metoxilo, etoxilo ou propoxilo;
carboxilo; alcoxicarboniloC, 4, tais como metoxicarbonilo,

etoxicarbonilo ou propoxicarbonilo) e halogéneo.

Os grupos alquilo, arilo, heterociclico de R° podem ser

opcionalmente substituido com um ou mais substituintes, em que
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oS substituintes sao iguais ou diferentes e incluem
cicloalgquiloCs.4; hidroxilo; alcoxiloCi_4; amino; ciano; arilo;
arilo substituido, tais como 4-hidroxifenilo, 4-metoxifenilo,

4_clorofenilo ou 3,4-diclorofenilo; nitro e halogéneo.

O anel heterociclico formado Jjuntamente com R e R' e o
dtomo de azoto ao qual estdo conjugados pode ser opcionalmente
substituido com um ou mais substituintes, em que 0s
substituintes s&do iguais ou diferentes e incluem alquiloCi_g;
hidroxi-alcilenoCi_¢; alcoxiCq ¢ alcilenoCi_¢; hidroxilo;

alcoxiloCi-4; e ciano.

Em algumas formas de realizacado, gquando Q' é 0-Y?, Y® ndo é

hidrogénio.

Um valor especifico para x €& N.

Outro valor especifico para x é CH.

Evidentemente, apenas uma das duas ligac¢des indicadas por
linhas a tracejado pode estar presente numa molécula de um
composto da férmula indicado. Numa forma de realizagdo nao
reivindicada, a 1ligagcdo entre Y e o carbono marcado por um
asterisco é uma ligacdo dupla. Noutra forma de realizacdo néo
reivindicada, a ligacdo entre Q' e o carbono marcado por um

asterisco é uma ligacédo dupla.

Um valor especifico para Q' é O.

Outro valor especifico para Q*

)
wn

Outro valor especifico para Q' é NY', por exemplo, =NH.
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Ooutro valor especifico para Q' & NNY“Y~.

Numa forma de realizacgcdo nao reivindicada, a ligacdo entre

Q' e o carbono marcado por um asterisco é uma ligacdo simples.
Um valor especifico para Q' é hidrogénio.
Outro valor especifico para Q' é NH,.
Ooutro valor especifico para Q' é 0O-YZ.

Um valor especifico para Y' é hidrogénio.

Ooutro valor especifico para Y' é alquilo, or exemplo,
P P

alquilo(C1-Cs), tal como metilo.
Outro valor especifico para Y' é arilo, tal como fenilo.
Um valor especifico para cada de Y%, Y’ e Y* é hidrogénio.
Outro valor especifico para cada de Y?, Y’ e Y*
(independentemente) ¢é alquilo, por exemplo, alquilo(C,-Cg), tal

como metilo.

Outro valor especifico para cada de Y?, Y’ e Y*

(independentemente) é arilo, tal como fenilo.
Um valor especifico para Z ¢é O.

Outro valor especifico para 72 é S.
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Outro valor especifico para Z é NY°, em que Y° é hidrogénio,

metilo ou fenilo.

Um valor especifico para Q° é hidrogénio.

Outro valor especifico para Q? é metilo ou fenilo.

Um valor especifico para Q° é hidrogénio.

Outro valor especifico para Q° é metilo ou fenilo.

Um valor especifico para X' é um atomo de enxofre, um atomo

de oxigénio ou —-NR°-.

outro X' especifico é um &tomo de enxofre.

Ooutro X' especifico é um &tomo de oxigénio.

Outro X' especifico é -NR°-.

outro X' especifico é -NH-.

Um valor especifico para Y é N.

Outro valor especifico para Y é S.

Um valor especifico para R° € hidrogénio, alquiloC;, ou

alquiloCy_4 substituido.

Um valor especifico para R' e R% considerados em conjunto,
¢ quando formam um anel heterociclico ou um anel heterociclico

substituido.
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Outro valor especifico para R' e R% considerados em
conjunto, é anel morfolino, piperidino, pirrolidino ou

piperazino, substituido ou nao substituido

Um valor especifico para R' é hidrogénio, alquiloCi;_s ou

alquiloCy_4 substituido.

outro R' especifico ¢é 2-hidroxietilo, 3-hidroxipropilo,
4_hidroxibutilo, 2—aminoetilo, 3-aminopropilo, 4—-aminobutilo,
metoximetilo, 2-metoxietilo, 3-metoxipropilo, etoximetilo,
2_etoxietilo, metiltiometilo, 2-metiltioetilo, 3-metiltiopropilo,
2—-fluoroetilo, 3-fluoropropilo, 2,2,2-trifluoroetilo,
cianometilo, 2-cianoetilo, 3-cianopropilo, metoxicarbonilmetilo,
2-metoxicarboniletilo, 3-metoxicarbonilpropilo, benzilo,
fenetilo, d-piridilmetilo, ciclo-hexilmetilo, 2-tienilmetilo,
4_metoxifenilmetilo, 4-hidroxifenilmetilo, 4-fluorofenilmetilo ou

4—clorofenilmetilo.

Outro R! especifico é hidrogénio, CHz—, CH3—-CH;—, CHsCH,CH;—,

hidroxi-alcilenoC; 4 ou alcoxiCi; 4alcilenoCy 4.

Outro valor especifico para R! & hidrogénio, CHsz—, CH3-CH,;—,

CH3;-0-CH,CH,- ou CHs-CH,-0O-CH,CH,-.

Um valor especifico para R? é hidrogénio, halogéneo ou

alquiloC1,4 .

Outro valor especifico para R? & hidrogénio, cloro, bromo,

CHz— ou CH3-CH,-.

Os substituintes especificos para substituicdo nos grupos

alguilo, arilo ou heterociclicos s&o hidrdxido, alquiloCi_g,
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hidroxi-alcilenoC;_g, alcoxiloCi_g, alcoxiCi_galcilenoCq_g,

cicloalquiloCs-¢, amino, ciano, halogéneo ou arilo.

Um valor especifico para X’ é uma ligacdo ou uma cadeia
tendo até cerca de 24 atomos; em que os atomos sdo selecionados
do grupo consistindo de carbono, azoto, enxofre, oxigénio

nao_perdéxido e fésforo.

Outro valor especifico para X° é uma ligacdo ou uma cadeia

tendo de cerca 4 a cerca de 12 &tomos.

Outro valor especifico para X? é uma ligacdo ou uma cadeia

tendo de cerca 6 a cerca de 9 atomos.

Outro valor especifico para X° é

O

/NQN/l\//\S/’
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Outro valor especifico para X° é

NZ E’NV

Em determinadas formas de realizacdao nao reivindicadas, o
ligante ou o grupo X° ndo é um ligante divulgado na Publicacdo de
Pedido PCT N2 WO 2007/024707. Além disso, em algumas formas de
realizacdo nao reivindicadas, R® ndo ¢ um auxiliar divulgado na

Publicacgdo de Pedido PCT N¢ WO 2007/024707.

Uma macromolécula especifica é um aminodcido, um hidrato de
carbono, um péptido, uma proteina, um antigénio, um Aacido
nucleico, um lipido, um dendrimero, uma substédncia corporal ou

uma célula, tal como um micrdébio.

Um péptido especifico tem de 2 a cerca de 20 residuos de

aminoacidos.
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Outro péptido especifico, tem de 10 a cerca de 20 residuos

de aminoé&cidos.

Uma macromolécula especifica inclui um hidrato de carbono.

Um &cido nucleico especifico é ADN, ARN ou ANP.

Uma macromolécula especifica é uma célula, lipido,

vitamina, lipido ou cofator.

Um antigénio especifico é um micrdbio.

Um micrébio especifico é um virus, bactérias ou fungos.

Outro micrdébio especifico é um virus ou uma bactéria.

As bactérias especificas sédo Bacillus anthracis, Listeria

monocytogenes, Francisella tularensis, Salmonella ou
Staphylococcus.
As Salmonella especificas sao S. typhimurium ou

S. enteritidis.

O Staphylococcus especifico inclui S. aureus.

Os virus especificos sdo virus de ARN, incluindo RSV e

virus de influenza, um produto do wvirus de ARN, ou um virus de

ADN, incluindo herpesvirus.

Um virus de ADN especifico é o virus da hepatite B.
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Noutras formas de realizacao nao reivindicadas, a
macromolécula nado € um aminoacido, um hidrato de carbono, um
péptido, um antigénio, tal como um micrdébio, por exemplo, um
virus (por exemplo, virus de ARN, e. g., SIV, virus da hepatite
C ou um coronavirus, um produto do virus de ARN, ou um virus de
ADN, tal como virus da Hepatite B, fungos ou bactérias, tais
como Bacillus anthracis (antraz), Listeria monocytogenes,
Francisella tularensis ou Salmonella (e. g., typhimurium ou
enteritidis), um &acido nucleico, tais como ADN, ARN, ANP ou uma

substancia corporal, tais como uma célula ou lipido.

Um valor especifico para k é 0. Outro valor especifico para

k & 1. Outro valor especifico para k é 2. Em algumas formas de

realizacdo, k ndo é 1.

Os compostos especificos tém a fédrmula geral

IA-L-A";

IA-L— (A1) ,;

IA-L-A'-2%;

IA-TL-A'-1-A%;

(IA) ,-L—A'-2n%;

(IA) ,-L-A'-1-n%;

(In) ,-L-A'; ou

(IA) ,-L- (A1) 5;
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em que IA é como aqui divulgado; L estd ausente ou é um grupo de
ligacao; e <cada grupo a' representa, independentemente, uma

macromolécula.

A invencdo inclui composicdes do composto da 1invencgao,
opcionalmente em combinacdo com outros agentes ativos, e. g.,
ribavirina, mizoribina e micofenolato mofetilo. Outros exemplos
ndao limitativos sdo conhecidos e sao divulgados no pedido de

patente publicado U.S. N2 20050004144.

Os processos para a preparacgdao do composto da invencédo e
para a preparagdo de intermedidrios uUteis para a preparagao do
composto da invencéao sdo proporcionados como formas de
realizacdo adicionais da invencdo. Os intermedidrios uteis para
a preparacdo de compostos da invencdo também sdo proporcionados

como formas de realizacao adicionais da invencéo.

Por exemplo, o composto (conjugado) da invencdo pode ser
preparado utilizando métodos sintéticos padrdo conhecidos na
técnica. Uma sintese geral de éster e aldeido ¢ ilustrada
abaixo. UC-1V150 (ndo reivindicado) foi sintetizado em sete
passos a partir de 2,6-dicloropurina. O grupo aldeido livre na
porcao benzilo de UC-1V150 possibilitou a ligacdo do agonista a
muitas entidades quimicas auxiliares diferentes, incluindo
proteinas, oligonucledtidos, moléculas aromaticas, lipidos,
virus e células, através de uma molécula ligante que continha um

grupo hidrazina ou amino.
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Sintese Geral

a-Bromo—p-tolunitrilo

Cl DMF, K,COs N
Temp. Anb. 12 h N \> Aménia Metandlica
SN —_—— P )\
i \> o’ N N 60 °C, 8 horas )
=
1v140 =N tvd3 ==,
% &picloremSfpurina 4-(2, 6-Dicloro-purin-9- 4~ (6-Amino-2-cloro—purin-9-
ilmetil)-benzonitrilo (~70%) ilmetil)—benzonitrilo
Metoxi Etano.
sédio; toxi-etanolato
0 °C, 12 horas
NH3 NH,
NS NS
)’\ > o 0. )§\ >~ﬂ '
————r——— e
-~ 0\/\0 N/ Cloreto de Metileno ~ \/\\0 N/ N
Temp. Amb. 3 h
e
Ivi44 =N w148 =N
4-[6-Amino—2- (2-metoxi—etoxi)— Metdxido de Sédio 4-[ 6-Amino—8-bromo—2- (2-metoxi-etoxi)—
purin-9-ilmetil]-benzonitrilo Metanol, refl 8 h purin-9-ilmetil]-benzonitrilo

NH NH;
2 NG
NN N EF3.0Et2 | \>_QMQ
. /t P ?_QMQ MeOH, Refluxo /0\/\0 )\N/ N
- “\/\0 N ¥)

Ivid6-e
1vidé ==
4-[6-Amino—8-metoxi—2- (2-metoxi—etoxi) - metil-4-( (6—amino—8-metoxi—2-(2-metoxietoxi) -9H—
purin-9-ilmetil]-benzonitrilo purin-9-il)metil)-benzoato
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Sintese de Ester NHS

L
Wlin O

metil-4- ((6—amino—8-metoxi-2—- )‘4’
(2-metoxietoxi)-9H-purin—9- d}
il)metil)benzoato

NH,
N SN
| >—0H
OH
&
8 b
&
NH, . i . . . .
acido 4-((6—amino—8-hidroxi—-2- (2-metoxietoxi) -
Sy ~N 9H-purin-9-il)metil)benzdico
o i pon ?
O~
O O
2, 5-dioxopirrolidin-1-il-4-( (6—amino-8—
hidroxi-2- (2-metoxietoxi)-9H-purin-9-
il)metil)benzoato
Hidreto de litio e N,N'- Sintese de Aldeido

Dimetiletilenodiamino aluminio
THEF NH,

NH, hidrélise
V146 . NN NS
v )g\)I }—OMe mj—-w
/0\_/\ o N/ N /0\/\ o N‘/
1v148 KQX 1150 LQ\\\

o

4-[6-Amino—8-hidroxi—-2- (2-hidroxietoxi) —

4-[6-Amino—-8-metoxil—-2—-(2-
purin-9-ilmetil]-benzaldeido

metoxietoxi)purin—-9-ilmetil]benzaldeido

Quimica de UC-1vV150. A sintese de UC-1vV150 (ndo
reivindicado) e a preparacao dos compostos 2-8 indicados (nao
reivindicados) foi como se segue. Composto 2:

—-(2,6-dicloropurin-9-ilmetil)benzonitrilo. 2,6-dicloro-9H-

purina (1, 16 mmol) foi dissolvida em DMF (50 mL) com carbonato
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de potédssio (50 mmol) adicionado e a mistura foi agitada, a
temperatura ambiente, durante 16 horas, apds adicao de
o-Bromo-p-tolunitrilo (22 mmol). Apds filtragdo para remover
sais inorgédnicos insoluveis, o filtrado foi wvertido em 4&gua
(1500 mL) e extraido com acetato de etilo (2 x 400 mL), seco
sobre sulfato de magnésio e evaporado, para produzir um residuo
o qual foi submetido a cromatografia de silica gel flash,

utilizando acetato de etilo/acetona/hexanos a 1:2:10. Rendimento

3,33 g (69%). UV, RMN e MS foram consistentes com a atribuicéo
de estrutura. Composto 3: 4-(6-amino-2-cloropurin-9-

ilmetilbenzonitrilo. O composto 2 (1,9 g) foi colocado num
recipiente reacional de aco e foi adicionada aménia metandlica
(80 mL, 7 N). O recipiente vedado foi agquecido a 60 °C, durante
12 horas, arrefecido em gelo e o produto sdélido removido por
filtracdo. Rendimento 1,09 g. UV, RMN e MS foram consistentes
com a estrutura atribuida. Composto 4: 4-[6-amino-2-(2-
metoxietoxi)purin-9-ilmetil]benzonitrilo. O sal de sdédio de
2-metoxietanol foi, em primeiro lugar, produzido por dissolucéao
do metal sdédio (81 mg) em 2-metoxietanol (30 mL) com calor e,
depois, o composto 3 (1,0 g) dissolvido em metoxietanol foi
adicionado (300 mL, com calor). A mistura reacional foi
aquecida, durante 8 horas, a temperatura de banho de 115 °C,
concentrada in vacuo até préximo da secura e o residuo
particionado entre acetato de etilo e &gua. A cromatografia de
silica gel flash da camada orgadnica utilizando metanol a 5% em
diclorometano deu 763 mg de produto. A RMN foi consistente com a
atribuicdode estrutura. Composto 5: 4-[6-amino-8-bromo-2-(2-
metoxietoxi)purin-9-ilmetil]benzonitrilo. O composto 4 (700 mg)
foi dissolvido em diclorometano (400 mL) e o bromo (7 mL) foi
adicionado gota a gota. A mistura foi agitada, de um dia para o
outro, a temperatura ambiente e extraida, em primeiro lugar, com

solucdo de tiossulfato de sdédio aquoso (2 L de 0,1 M), depois,
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com bicarbonato de sddio aquoso (500 mL, saturado). O residuo da
camada organica foi submetido a cromatografia em silica gel
utilizando metanol a 3% em diclorometano, para produzir 460 mg
do produto bromo. RMN, W e MS foram consistentes com a
atribuicdo de estrutura. Composto 6: 4-[6-amino-8-metoxil-2-(2-
metoxietoxi)purin-9-ilmetil] benzonitrilo. O metdxido de sdédio
foi produzido por reacdo do metal sddio (81 mg) em metanol seco
(30 mL) e combinado com uma solugcdao de composto 5 (700 mg)
dissolvido em dimetoxietano seco e a temperatura elevada para
100 °C. Apds reacdo de um dia para o outro, a mistura foi
concentrada in vacuo e o residuo foi submetido a cromatografia
em silica utilizando metanol a 5% em diclorometano. Rendimento
120 mg. A RMN foi consistente com a atribuic&o de estrutura.
Composto 7: 4-[6-—amino—-8-metoxil-2- (2-metoxietoxi)purin-9-
ilmetil]lbenzaldeido. O composto 6 (100 mg) foi dissolvido em THF
seco (3 mL) e arrefecido para 0 °C, sob &rgon. O agente redutor,
hidreto de litio e N, N’ - (dimetiletilenodiamino)aluminio,
utilizado para converter o nitrilo na funcdo aldeido. Foi
preparada uma solucdo a 0,5 M em THF seco e 0,72 mL desta foram
adicionados ao frasco reacional. A mistura foi agitada, a 0-
5 °C, durante 1 hora, neutralizada por adicdo de HCl a 3 M,
extraida com acetato de etilo seguido de diclorometano e,
depois, concentrada in vacuo, para produzir 85 mg. A RMN foi
consistente com a atribuigdo de estrutura. Composto 8: 4-[6-
amino-8-hidroxi-2- (2-metoxietoxi)purin-9-ilmetil]lbenzaldeido

(UC-1Vv150). O composto 7 (800 mg) foi combinado com iodeto de
sédio (504 mg) e acetonitrilo (40 mL) e clorotrimetilsilano
(0,5 mL) foram lentamente adicionados. A mistura foi aquecida a
70 °C, durante 3,5 horas, arrefecida e filtrada. O produto
s6lido foi lavado com &agua, depois, éter, para produzir 406 mg.

RMN, UV e MS foram consistentes com a atribuicdéo de estrutura.
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Sado aqui incluidos exemplos adicionais para a preparacdo de

compostos especificos.

Como descrito nos presentes exemplos, foi preparado um
agonista de TLR7 soluvel, capaz de se ligar covalentemente a
aminas priméarias sob condigdes fisioldgicas. A atividade
in vitro de varios compostos e complexos de antigénio-adjuvante
foi, depois, testada utilizando células dendriticas (DC) murinas
derivadas de medula ¢ssea ou derivadas de células mononucleares
de sangue periférico para caracterizar a maturacdo de DC e
secrecado de citocina (e. g., I1IL-12, IL-6, TGF-beta e IFN-gama).
Murganhos C57/B1 singénicos imunocompetentes foram vacinados
profilaticamente com complexos de antigénio-agonista de TLR7
intradérmicos e provocados com células tumorais de melanoma B1l6

expressando o transgene cOVA.

A concentracao eficaz (ECsy) para cada composto geralmente
seguia uma distribuicdo em forma de sino, com doses mais
elevadas sendo inibitdérias. A estimulacdo maxima ocorreu entre
10 e 1000 nM. As moléculas de adjuvante ligadas covalentemente a
agonista de TLR retiveram atividade mas com valores de ECjsg
geralmente inferiores. A 1ligacgdo de UC-1V199 a ovalbumina de
galinha gquase duplicou a sobrevivéncia mediana de 22 ©para
35 dias apds provocacdo de tumor subcutédneo, em comparacdo com

ovalbumina de galinha isoladamente.

Deste modo, a ligacé&o covalente de um agonista de TLR7 a um
antigénio tumoral estimulou a producdo de citocina de DC e
protegeu os murganhos do desafio tumoral. A utilizacdo de um
agonista de TLR7 adequado, o dqual retém as suas propriedades
imunoestimulantes sob condicgdes fisioldgicas apds ligagcdo a uma

macromolécula, tal como um antigénio, pode ser util no
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desenvolvimento de wuma vacina iIn situ na terapia de tumor

sdélido.

Mostrou-se que diversas purinas, piridinas e
imidazoquinolinas, com pesos moleculares de 200-400 kD, ativam
TLR7 e os compostos que eram ligandos de TLR7 especificos foram
100-1000 wvezes mais poderosos do gque o imiquimod, numa base
molar (Lee et al., infra). Devido a estes agonistas de TLR serem
estruturalmente muito semelhantes ao componente normal dos
nucledétidos, € muito improvavel que induzam reacdo imunitéaria

hapténica apds administracgdo repetida.

Um pharmacore de TLR7 baseado em adenina pode necessitar de
ser unido covalentemente a um “grupo auxiliar” (macromolécula)
para promover a absorgdo para dentro dos endossomas de células
dendriticas, onde o TLR7 & expresso, e para reter o agonista de
TLR. Consequentemente, o agonista de TLR7, UCc-1v150, foi
preparado e ligado por meio da sua fungdo aldeido e um ligante a
grupos amino livre em diversas proteinas, incluindo albumina de
murganho (MSA) (Figura 3). Os conjugados foram 100 vezes mais
potentes in vitro e in vivo do gque o andlogo de adenina néo
ligado. Além disso, a administracdo intrapulmonar do conjugado
de albumina (UC-1V150/MSA) a murganhos induziu producdo local de
citocina no fluido de lavagem alveolar brdéngquico (BALF), sem
libertagdo sistémica de citocina. Em marcado contraste, a
distribuicdo do farmaco ndo unido as vias respiratdrias
rapidamente provocou a libertacd&o de <citocina na corrente

sanguinea.

Numa forma de realizacao, um agonista de TLR7 maximiza a
producdo de citocinas estimulantes de Thl (interferdes e IL-12)

em comparacgdo com TNFa e IL-1. O TLR7 estd 1localizado nas
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superficies internas das vesiculas endossémicas que sao
constantemente sintetizadas e sofrem maturagcdo em DC. Por
exemplo, para prevenir a asma, ¢é preferido um agonista de TLR
estdvel e potente que transite para os endossomas precoces de
células dendriticas e induza, principalmente, interferdes do
Tipo I. Um agonista de TLR foi conjugado covalentemente a um
grupo auxiliar de fosfolipido com a expectativa de que o
conjugado, UC-1V199/L (Figura 6), se inserisse rapidamente e de
um modo estavel dentro das membranas lipidicas das células,
incluindo vesiculas endossoémicas. Notavelmente, apenas
30 picomolar de UC-1V199/L induziram sintese de «citocina em
células mononucleares de murganho derivadas de medula o&ssea. As

Figuras 7-8 mostram dados para a sintese de IL-12.

Os ligandos de TLR7 que sejam purinas ou 1imidazogquinolinas
tém uma propriedade peculiar, i. e., uma curva de dose-resposta
bifdsica. A concentragdes elevadas, o fdrmaco ndo induz a
sintese de citocina. 0O efeito bifédsico é observado em células
dendriticas altamente purificadas e parece ser autdénomo celular.
Contudo, a poténcia notédvel de UC-1V199/L possibilitou o reexame
do fenémeno, utilizando concentracdes de farmaco
farmacologicamente aceitédveis (Figura 9). A producdo méaxima de
citocina foi observada com UC-1V199/L a 10 nM, enquanto
concentragdes mais elevadas induziram progressivamente menos

libertacdo de IL-12 (e TNF).

Concentracdes elevadas e prolongadas de agonistas de TLR7
sdo conhecidas por induzirem refratariedade a reestimulacadao de
TLR que pode durar 24 horas ou mais. Esse complexo sistema de
regulacédo ¢é aparentemente parte de um mecanismo contra falhas
que 1impede as células e tecidos de autodestruicdo durante

respostas inflamatdrias. Deste modo, foi de interesse determinar
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se concentragdes de UC-1V199/L que nédo induziram sintese
significativa de citocina poderiam, nao obstante, induzir
“tolerdncia de TLR”. De facto, quando células mononucleares
derivadas de medula ¢éssea foram expostas a uma concentracdo de
ndo—-ativacdo de UC-1V199/L (1 uM) e, depois, reestimuladas
24 horas mais tarde com o mesmo composto, com UC-1V150 (néao
reivindicado) ou com pam3Cys (P3C, um ativador de TLRZ; néao
reivindicado), exibiram uma resposta de citocina marcadamente
diminuida. Em contraste, as células tratadas com UC-1V199/L
retiveram responsividade aos ligandos de TLR3 e TLR4, os quais
passam pela via de TRIF (resultados n&o mostrados). Experiéncias
preliminares indicaram que a nao responsividade também foi
induzida in vivo. Deste modo, a administracdo didria de
UC-1V199/L, e farmacos relacionados, pode suprimir a inflamacéo
induzida por estimulos dependentes de MyD88, sem os efeitos

secundarios sistémicos associados a ativacédo de TLR.

Numa forma de realizacdo, os conjugados da invencao podem
ser Uteis para prevencdo, inibicdo ou tratamento da asma. A asma
é caracterizada por episddios de constricéo reversivel
intermitente das vias respiratérias, hiperplasia de musculo liso
brénquico e inflamacdo crdénica. A doenca atdpica predispde para
a asma mas até metade dos doentes afetados sdo nao atédpicos.
Outros fatores de risco ambientais para a asma incluem fumo do
tabaco e poluentes atmosféricos. Além disso, o0s recrudescimentos
da doenca em doentes asmaticos afetados podem ser provocados néao
apenas por alergénios mas também por irritantes das vias

respiratdérias, alteracdes de temperatura e infecgdes.

O desenvolvimento 1inicial de uma resposta alérgica ¢é
parcialmente regulado por um equilibrio entre os linfdécitos Thl

e Th2 e suas respetivas citocinas, especialmente os interferdes
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e IL-4. A vacinacgcdo de animais com um alergénio, em conjunto com
um agonista de TLR7 ou TLR9, de um modo preferido, expande
células de memdbéria Thl especificas de alergénio.
Consequentemente, a imunizacdo subsequente com antigénio, em
conjunto com um adjuvante mais orientado para Th2, ndo deduz
facilmente uma resposta de IgE. Os murganhos que foram vacinados
com antigénio e agonistas de TLR7 ou TLRY9 eram resistentes a

asma experimental.

E necessaria uma abordagem diferente para o tratamento da
asma com agonistas de TLR versus a prevencao da asma. Em doentes
afetados, os tecidos das vias respiratdérias e pulmonares estéo
bE! infiltrados com uma populacao diversa de células
inflamatérias, incluindo muitos subconjuntos de linfécitos,
macréfagos, células dendriticas, mastdcitos, eosindéfilos e
neutrdéfilos. Nesta situacao, 0s agonistas de TLR podem
potencialmente exacerbar a doenca, por aumento da libertacdo de
mediadores inflamatdrios, tais como TNF alfa e IL-1. De facto, a
capacidade de os diversos agentes microbianos ativarem os TLR

pode explicar porque provocam atagques asmaticos.

Um agonista de TLR para a prevencao da asma, de um modo
preferido, estd confinado aos pulmdes mas também maximiza a
producao de citocinas de estimulacdo de Thl (interferdes e
IL-12), em comparagdao com TNF alfa e IL-1. TLR7 e TLR9 estéo
localizados nas superficies internas das vesiculas endossdmicas
que s&o constantemente sintetizadas e sofrem maturacgcdo nas
células dendriticas. Os oligonucledétidos de ativacdo de TLR9 que
sdo oligonucledétidos de fosfodiéster agregados permanecem por
mais tempo em vesiculas endossémicas precoces e, por
conseguinte, induzem mais interferdes de tipo I do que

oligonucledétidos de fosforotiocato né&o agregados, 0s quais
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avangam para vesiculas maduras. Os resultados implicam gque a
organizacédo espacial do agonista de TLR governa o seu trafego e
0 seu padrdo de sintese de citocina induzida. Para prevenir a
asma, ¢é preferido um agonista de TLR estavel, potente e
caracterizado molecularmente dgque transite para os endossomas
precoces de células dendriticas e induza, principalmente,

interferdes do Tipo I.

Para estudar o efeito do conjugado da 1invencdo na asma
alérgica, a inflamacdo das vias respiratérias ¢ induzida por
sensibilizacdo de murganhos, por meio de injecdo subcuténea de
20 pg de ovalbumina absorvida com 500 pg de alumen por murganho
em solugcdo salina, no dia 0 e dia 7. Nos dias 16 e 21, os
murganhos sdo desafiados, i.n., com 5 pg de ovalbumina por
murganho. Os conjugados sao administrados, i.n., p.o. ou i.v.,
em diferentes intervalos de tempo, antes da primeira provocacao
de ovalbumina no dia 16. Vinte e gquatro horas apds o ultimo
desafio (dia 22), a responsividade das vias respiratdérias ¢é
medida, os murganhos s&o sacrificados e recolhidas amostras de
células BALF, pulmdo e baco. 0Os murganhos ndo tratados e os
murganhos sensibilizados com ovalbumina/alimen servem COmMO
controlos. O numero total de células em BALF & contado e corado
com Wright-Giemsa, para determinar o numero de eosindfilos,
linfdécitos, neutrdfilos e mastdcitos. 0Os niveis de citocina no
BALF sao determinados por ensaios de Luminex. A responsividade
das vias respiratdérias a metacolina é avaliada 24 horas apds o
ultimo desafio, utilizando um pletismédgrafo de camara unica, de
corpo total. O Penh, um valor adimensional que se correlaciona

bem com a resisténcia pulmonar, medida por pletismografia

convencional de duas camaras em murganhos ventilados, é
utilizado para monitorizar a responsividade das vias
respiratédrias.
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O composto desta invencdo ¢ administrado numa gquantidade
terapeuticamente eficaz a um individuo a necessitar de
tratamento. A administracdo da composicdo da invencao pode ser
por meio de qualquer via de administracéo adequada,
particularmente parentericamente, por exemplo, intravenosamente,
intra-arterialmente, intraperitonealmente, intratecalmente,
intraventricularmente, intrauretralmente, intraesternalmente,
intracranianamente, intramuscularmente ou subcutaneamente. Essa
administracdo pode ser como uma Unica injecdo de Dbdlus,
multiplas injegbes ou como uma infusdo de curta ou longa
duracdo. Também podem ser empregues dispositivos implantaveis
(e. g., Dbombas de infusdo 1implantédveis) para a distribuicéao
parentérica periddica ao longo do tempo de dosagens equivalentes
ou varidveis da formulacdo particular. Para essa administracéo
parentérica, o composto ¢, de um modo preferido, formulado como
uma solugéo estéril em &gua ou outro solvente ou mistura de
solventes adequados. A solugdo pode conter outras substéancias,
tais como sais, acucares (particularmente glucose ou manitol),
para preparar a solugdo isotdénica com sangue, agentes de
tamponizacéao, tais como os acidos acético, citrico e/ou

fosfdérico e seus sais de sdédio e conservantes.

O composto da invencao pode ser formulado como composicdes
farmacéuticas e administrado a um hospedeiro de mamifero, tal
como um doente humano, numa variedade de formas adaptadas a via
de administracéo escolhida, i. e., oralmente ou
parentericamente, pelas vias intravenosa, intramuscular, tdpica

ou subcuténea.

Deste modo, o presente composto pode ser administrado
sistemicamente, e. g., oralmente, em combinacéo com um

transportador farmaceuticamente aceitdavel, tal como um diluente
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inerte ou um veiculo comestivel assimildvel. Pode ser encerrado
em cdapsulas de gelatina de revestimento duro ou mole, pode ser
prensado em comprimidos ou pode ser incorporado diretamente com
o alimento da dieta do doente. Para administracdo terapéutica
oral, o composto ativo pode ser combinado com um ou mais
excipientes e utilizado na forma de comprimidos ingeriveis,
comprimidos bucais, trociscos, céapsulas, elixires, suspensdes,
xaropes, pastilhas e semelhantes. Essas composicdes e
preparacdes devem conter, pelo menos, 0,1% de composto ativo. A
percentagem das composicdes e preparacdes pode, evidentemente,
ser variada e pode, de um modo conveniente, ser entre cerca de 2
a cerca de 60% do peso de uma dada forma de dosagem unitéaria. A
quantidade de composto ativo nessas composicdes terapeuticamente

Uteis é de tal modo que sera obtido um nivel de dosagem eficaz.

Os comprimidos, trociscos, pilulas, cépsulas e semelhantes
também podem conter o seguinte: aglutinantes, tais como goma de
tragacanto, acacia, amido de milho ou gelatina; excipientes, tal
como fosfato dicédlcio; um agente desintegrante, tais como amido
de milho, amido de batata, &cido alginico e semelhantes; um
lubrificante, tal como estearato de magnésio; e um agente
adocante, tais como sacarose, frutose, lactose ou aspartame ou
um agente aromatizante, tais como horteld-pimenta, &éleo de
gaultéria ou pode ser adicionado aromatizante de cereja. Quando
a forma de dosagem unitdria é uma cépsula, pode conter, além de
materiais do tipo acima, um veiculo liguido, tais como um &leo
vegetal ou um polietilenoglicol. Diversos outros materiais podem
estar presentes como revestimentos ou para, de outro modo,
modificar a forma fisica da forma de dosagem unitdria sdélida.
Por exemplo, comprimidos, pilulas ou céapsulas podem ser
revestidos com gelatina, cera, goma—-laca ou acucar e

semelhantes. Um xarope ou elixir pode conter o composto ativo,
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sacarose ou frutose como um agente adocgante, metil e
propilparabenos como conservantes, um corante e aromatizante,
tal <como aromatizante de cereja ou laranja. Evidentemente,
qualgquer material utilizado na preparacao de qualquer forma de
dosagem unitéria deve ser farmaceuticamente aceitével e
substancialmente ndo tdéxico nas gquantidades empregues. Além
disso, o composto ativo pode ser incorporado em preparacdes e

dispositivos de libertacdo prolongada.

0 composto ativo também pode ser administrado
intravenosamente ou intraperitonealmente por infusdao ou injecéo.
As solucgdes do composto ativo ou seus sais podem ser preparadas
em Aagua, opcionalmente misturada com um tensicativo ndo téxico.
As dispersdes também podem ser preparadas em glicerol,
polietilenoglicdis 1liquidos, triacetina e suas misturas e em
6leos. Em condigbes normais de armazenamento e utilizagdo, estas
preparagdes contém um conservante para prevenir o crescimento de

microrganismos.

As formas de dosagem farmacéuticas adequadas para injecéo
ou infusé&o podem incluir solugdes ou dispersdes agquosas estéreis
ou pds estéreis compreendendo o 1ingrediente ativo, o0s qguais
estdo adaptados para a preparacdo extemporidnea de solugdes ou
dispersdes injetaveis ou infusiveis estéreis, opcionalmente
encapsuladas em lipossomas. Em todos os casos, a derradeira
forma de dosagem deve ser estéril, fluida e estédvel sob as
condigbes de fabrico e armazenamento. O veiculo ou transportador
liquido pode ser um solvente ou meio de dispersdao 1liquido
compreendendo, por exemplo, agua, etanol, um poliol (por
exemplo, glicerol, propilenoglicol, polietilenoglicdis liquidos
e semelhantes), &6leos vegetais, ésteres de glicerilo nado téxicos

e suas misturas adequadas. A fluidez apropriada pode ser
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mantida, por exemplo, pela formacao de lipossomas, pela
manutencdo do tamanho de particula requerido, no caso de
dispersbes, ou pela utilizacdo de tensicativos. A prevencao da
acdo de microrganismos pode ser conduzida por diversos agentes
antibacterianos e antifungicos, por exemplo, parabenos,
clorobutanol, fenol, &cido sdérbico, timerosal e semelhantes. Em
muitos casos, serd preferido incluir agentes isoténicos, por
exemplo, acgucares, tampdes ou cloreto de sdéddio. A absorcgéo
prolongada das composicdes injetdveis pode ser conduzida pela
utilizacdo nas composicdes de agentes retardando a absorcdo, por

exemplo, monoestearato de aluminio e gelatina.

As solucgdes injetéaveis estéreis sdo  preparadas por
incorporacdo do composto ativo, na quantidade requerida, no
solvente apropriado, com varios outros ingredientes enumerados
acima, como requerido, seguido de esterilizacdo por filtro. No
caso de pds estéreis para a preparacdo de solugdes injetédveis
estéreis, os métodos de preparacdo preferidos sdo secagem a
vadcuo e as técnicas de secagem por congelacdo, as gquails produzem
um pd do ingrediente ativo mais qualgquer ingrediente desejado
adicional presente nas solucgdes anteriormente filtradas

estéreis.

Para administracdo tdépica, o presente composto pode ser
aplicado na forma pura, 1i. e., quando sdo liquidos. Contudo,
seréa geralmente desejavel administra-los na pele como
composicbes ou formulacgdes, em combinacdo com um veiculo
dermatologicamente aceitavel, o qual pode ser um sélido ou um

ligquido.

Veiculos sdélidos uUteis incluem sdédlidos finamente divididos,

tais como talco, argila, celulose microcristalina, silica,
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alumina e semelhantes. Veiculos liquidos uteis incluem 4&gua,
dlcoois ou glicdis ou misturas de &gua-&lcool/glicol, nos quais
0s presentes compostos podem ser dissolvidos ou dispersos a
niveis eficazes, opcionalmente com a ajuda de tensioativos néo
tdéxicos. Adjuvantes, tal como fragrancias e agentes
antimicrobianos adicionais, podem ser adicionados para otimizar
as propriedades para uma dada utilizacdo. As composicdes
ligquidas resultantes podem ser aplicadas a partir de Dblocos
absorventes, utilizadas para 1impregnar ligaduras e outros
pensos, ou atomizadas na area afetada utilizando atomizadores do

tipo bomba ou aerossol.

Espessantes, tais como polimeros sintéticos, &cidos gordos,
sais e ésteres de &cidos gordos, 4&lcoois gordos, celuloses
modificadas ou materiais minerais modificados também podem ser
empregues com veiculos liquidos para formar pastas, géis,
pomadas, sabdes e semelhantes barréaveis, para aplicacao

diretamente na pele do utilizador.

Além disso, numa forma de realizacao, a invencao
proporciona diversas formulacgbes de dosagem do conjugado para
distribuicdo por inalacé&o. Por exemplo, as formulac¢des podem ser
concebidas para utilizacdo de aerossol em dispositivos, tais
como 1naladores de dose calibrada, 1inaladores de pd seco e

nebulizadores.

Exemplos de composicgdes dermatoldgicas uteis, as quais
podem ser utilizadas para distribuir o composto da invengdo na
pele, sao conhecidos na técnica; ver, por exemplo, Jacquet
et al. (Pat. U.S. N2 4608392), Geria (Pat. U.S. N2 4992478),
Smith et al. (Pat. U.S. N2 4559157) e Wortzman (Pat. U.S.
Ne 4820508).
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As dosagens uteis do composto da invencdo podem ser
determinadas por comparacao da sua atividade in vitro e
atividade in vivo em modelos animais. Os métodos para a
extrapolacao de dosagens eficazes em murganhos e outros animais
para humanos sdo conhecidos na técnica; ver, por exemplo,
Pat. U.S. N¢ 4938949, A capacidade de o composto da invencéo
atuar como um agonista de TLR pode ser determinada utilizando
modelos farmacoldgicos, os quais sdo bem conhecidos na técnica,

incluindo os processos divulgados por Lee et al., Proc. Natl.

Acad. Sci. USA, 100: 6646 (2003).

Geralmente, a concentracao do composto da invencdo numa
composicgdo liguida, tal como uma logdo, serd de cerca de 0,1-25%
em peso, de um modo preferido, de cerca de 0,5-10% em peso. A
concentracdo numa composicdo semissédélida ou sdlida, tais como um
gel ou um pd, serd cerca de 0,1-5% em peso, de um modo

preferido, cerca de 0,5-2,5% em peso.

O 1ingrediente ativo pode ser administrado para alcancgar
concentracdes plasmadticas de pico do composto ativo de cerca de
0,5 a cerca de 75 pM, de um modo preferido, cerca de 1 a 50 uu,
de um modo muito preferido, cerca de 2 a cerca de 30 pM. Isto
pode ser alcancado, por exemplo, pela injecdo intravenosa de uma
solugcédo de 0,05 a 5% do ingrediente ativo, opcionalmente, em
solugdo salina, ou administrada oralmente como um bdlus contendo
cerca de 1-100 mg do ingrediente ativo. Os niveis sanguineos
desejaveis podem ser mantidos por infusdo continua para
proporcionar cerca de 0,01-5,0 mg/kg/h ou por infusdes
intermitentes contendo cerca de 0,4-15 mg/kg do ingrediente(s)

ativo(s).
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A quantidade do composto, ou um seu sal ou derivado ativo,
requerido para utilizagdo no tratamento, ird variar, ndo apenas
com o sal particular selecionado, mas também com a via de
administracado, a natureza do estado sendo tratado e a idade e
estado do doente e ficard, em uUltima andlise, ao critério do
médico ou clinico assistente. Em geral, contudo, uma dose
adequada serd na gama de cerca de 0,5 a cerca de 100 mg/kg,
e. g., de cerca de 10 a cerca de 75 mg/kg de peso corporal por
dia, tal como 3 a cerca de 50 mg por quilograma de peso corporal
do recetor por dia, de um modo preferido, na gama de 6 a
90 mg/kg/dia, de um modo muito preferido, na gama de 15 a

60 mg/kg/dia.

O composto é, de um modo conveniente, administrado na forma
de dosagem unitédria; por exemplo, contendo 5 a 1000 mg, de um
modo conveniente, 10 a 750 mg, de um modo muito conveniente, 50

a 500 mg de ingrediente ativo por forma de dosagem unitéria.

A dose desejada pode, de um modo conveniente, ser
apresentada numa dose unica ou como doses divididas,
administradas em intervalos apropriados, por exemplo, como duas,
trés, quatro ou mais subdoses por dia. A prépria subdose pode
ser ainda dividida, e. g., num numero de administracdes
discretas livremente espacadas; tal como multiplas inalacdes de
um insuflador ou por aplicagcdo de uma pluralidade de gotas no
olho. A dose e, talvez, a frequéncia de dose, também irdo variar
de acordo com a idade, peso corporal, estado e resposta do
doente individual. Em geral, a gama de dose didria total para um
composto ou compostos de férmula (I), para os estados aqui
descritos, pode ser de cerca de 50 mg a cerca de 5000 mg, em
doses unicas ou divididas. De um modo preferido, uma gama de

dose diadria deve ser cerca de 100 mg a cerca de 4000 mg, de um
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modo muito preferido, cerca de 1000-3000 mg, em doses Unicas ou
divididas, e. g., 750 mg, de 6 em 6 horas, de composto
administrado oralmente. Isto pode alcancar niveis plasmaticos de
cerca de 500-750 uM, os quais podem ser eficazes para provocar a
morte a células cancerigenas. Na gestdo do doente, a terapia
deve ser iniciada a uma dose inferior e aumentada dependendo da

resposta global do doente.

Como descrito acima, as composigdes que contém o composto
da invencdo sao Uteis no tratamento ou prevencdo de uma doenca
ou disturbio, por exemplo, em humanos ou outros mamiferos
(e. g., animais bovinos, caninos, equinos, felinos, ovinos e
porcinos) e, talvez, também outros animais. A composicdo ira,
por exemplo, tipicamente ser Util para tratamento de cancro, de
uma infecéo, estimulacdo da imunidade adaptativa (e. g.,
produgdo de anticorpos, ativagdo de células T, etc.), como

vacinas e/ou estimulacdo do sistema nervoso central.

A invencdo serd ainda descrita pelos seguintes exemplos néo

limitativos.

Exemplo I

Os processos para a preparacao de compostos reivindicados e
ndo reivindicados de férmula (I) sé&o proporcionados como formas
de realizacdo adicionais da 1invencdo e sao 1lustrados pelos
seguintes processos, nos quais, salvo qualificados em contréario,

0os significados dos radicais genéricos sdo como dados acima.

Quimica Geral. Os reagentes e solventes foram adquiridos a

Aldrich, Milwaukee, WI. Os pontos de fusdo nao corrigidos foram
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determinados num aparelho de ponto de fusdo capilar Mel-Temp II
da Laboratory Device. O0s espetros de ressonédncia magnética
nuclear de protdes foram registados num espetrofotdmetro de RMN
Varian Unity 500, a 499,8 MHZ, ou num espetrofotdédmetro de RMN
Varian Mercury, a 400,06 MHZ. Os desvios quimicos foram
referidos em ppm na escala da referéncia indicada. Os espetros
de ansa de ido positivo e negativo foram realizados pelo
Departamento de Quimica da UCSD, San Diego, CA. As analises
elementares foram realizadas por NuMega Resonance Labs, San
Diego, CA. A cromatografia de coluna foi conduzida em silica gel
E Merck (malha 230-400) com o sistema de solventes indicado. A
cromatografia de camada fina (TLC) analitica foi conduzida em

placas de silica gel 60 F-254 (EM Reagents).

Preparacao de 4-(2,6-dicloropurin-9-ilmetil)benzonitrilo

(ndo reivindicado). 2,6-dicloro-9H-purina (16 mmol) €& dissolvida

em DMF (50 mL) e é adicionado carbonato de potédssio (50 mmol).
oa-Bromo—p-tolunitrilo (22 mmol) é, depois, adicionado e a
mistura € agitada, a temperatura ambiente, durante 16 horas.
Apbés filtragdo para remover sails inorgénicos insoluveis, o
filtrado é vertido em 4dgua (1500 mL) e extraido com acetato de
etilo (2 x 400 mL), seco sobre sulfato de magnésio e evaporado,
para produzir um residuo o qual é submetido a cromatografia de
silica gel flash, utilizando acetato de etilo/acetona/hexanos a
1:2:10. Rendimento 3,33 g (69%). UV, RMN e MS foram consistentes

com atribuicdo de estrutura.

Preparacdo de 4-(6—amino—-2-cloropurin—-9-ilmetilbenzonitrilo

(ndo reivindicado). O produto acima (1,9 g) ¢é colocado num

recipiente reacional de agco e ¢é adicionada amdénia metandlica
(80 mL, 7 N). O recipiente vedado é aquecido a 60 °C, durante

12 horas, arrefecido em gelo e o produto sdélido removido por
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filtragcdo. Rendimento 1,09 g. UV, RMN e MS foram consistentes

com a estrutura atribuida.

Preparacgao de 4-[6-—amino—-2- (2-metoxietoxi)purin—-9-

ilmetil]benzonitrilo (ndo reivindicado). O sal de sdédio de

2-metoxietanol €& produzido por dissolugcdo do metal sédio (81 mg)
em 2-metoxietanol (30 mL) com calor. A esta solucgdo é adicionado
o produto do exemplo 2 (1,0 g) dissolvido em metoxietanol
(300 mL, com calor). A mistura reacional é aquecida, durante 8
horas, a temperatura de banho de 115 °C, concentrada in vacuo
até proéximo da secura e o residuo particionado entre acetato de
etilo e agua. A cromatografia de silica gel flash da camada
orgadnica utilizando metanol a 5% em diclorometano deu 763 mg de

produto. A RMN é consistente com a atribuig¢do de estrutura.

Preparacado de 4-[6-amino—-8-bromo—-2-(2-metoxetioxi)purin—-9-

ilmetil]benzonitrilo (ndo reivindicado). O produto imediatamente

acima (700 mg) ¢é dissolvido em diclorometano (400 mL) e &
adicionado bromo (7 mL), gota a gota. A mistura é agitada, de um
dia para o outro, a temperatura ambiente e extraida com solucéao
de tiossulfato de sédio aquoso (2 L de 0,1 M) e, depois, com
bicarbonato de sdédio aquoso (500 mL, saturado). O residuo da
camada organica ¢é submetido a cromatografia em silica gel
utilizando metanol a 3% em diclorometano), para produzir 460 mg
do produto bromo. RMN, UV e MS sao consistentes com a atribuicao

de estrutura.

Preparacdo de 4-[6-—amino-8-metoxi-2-(2-metoxietoxi)purin—-9-

ilmetil]benzonitrilo (ndo reivindicado). O metdxido de sdédio é

produzido por reacdo do metal sdédio (81 mg) em metanol seco
(30 mL). O produto imediatamente acima (700 mg) € dissolvido em

dimetoxietano seco e a temperatura elevada para 100 °C. Apds
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reacdo de um dia para o outro, a mistura é concentrada in vacuo
e o residuo ¢é submetido a cromatografia em silica utilizando
metanol a 5% em diclorometano. Rendimento 120 mg. A RMN &

consistente com a atribuicdo de estrutura.

Preparacao de Hidreto de litio e N, N’ -

(dimetiletilenodiamino)aluminio (nd&o reivindicado). Este agente

redutor utilizado para converter o nitrilo na funcdo aldeido é

preparado essencialmente como descrito em Bull. Korean Chem.

Soc., 23:1697 (2002). E preparada uma solucdo a 0,5 M em THF

seco.

Preparacdo de 4-[6-amino-8-metoxi-2-(2-metoxietoxi)purin-9-
ilmetil]lbenzaldeido (ndo reivindicado). 4-[6-amino—-8-metoxi-2-
(2-metoxietoxi)purin-9-ilmetil]benzonitrilo (100 mg) é

dissolvido em THF seco (3 mL) e arrefecido para 0 °C, sob &argon.
O reagente de hidreto de aluminio produzido acima (0,72 mL) é
adicionado ao frasco reacional e a mistura é agitada, a 0-5 °C,
durante 1 hora e, depois, neutralizada por adicdo de HCl1l a 3 M.
A mistura ¢, depois, extraida com acetato de etilo e, depois,
diclorometano e concentrada in vacuo, para produzir 85 mg. A RMN

é consistente com a atribuicdo de estrutura.

Preparacdo de 4-[6-amino-8-hidroxi-2-(2-metoxietoxi)purin-—

9-ilmetillbenzaldeido (UC-1V150) (ndo reivindicado). O produto

imediatamente acima (800 mg) ¢ combinado com iodeto de sdédio
(504 mg) e acetonitrilo (40 mL) e, depois, ¢ lentamente
adicionado clorotrimetilsilano (0,5 mL). A mistura € aquecida a
70 °C, durante 3,5 horas, arrefecida e filtrada. O produto
s6lido é lavado com agua, depoils, éter, para produzir 406 mg.

RMN, UV, MS sao consistentes com a atribuicdo de estrutura. Este
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material é adequado para reacdes de conjugacdo entre ligantes e

macromoléculas.
Preparacgao de metil-4-[6-—amino-8-metoxi—-2—- (2—
metoxietoxi)purin-9-ilmetil]benzoato (ndo reivindicado) . 0

processo é como descrito por Jayachitra, et al., Synth. Comm.,

33:3461 (2003)). 4-[6-amino-8-metoxi-2- (2-metoxietoxi)purin-9-
ilmetil]benzonitrilo (1 mmol) ¢é dissolvido em metanol seco
(5 mL) e eterato de BF; destilado de fresco (4 mmol) ¢é adicionado
a solugdo. A mistura resultante ¢é submetida a refluxo, sob
drgon, durante 20 horas. O solvente é removido in vacuo e ©
residuo é tomado em diclorometano (10 mL) e extraido com
bicarbonato de sdédio agquoso diluido (2 x 10 mL) e a camada
organica ¢é seca sobre sulfato de magnésio. Apds evaporacgdo, o
produto ¢ purificado por cromatografia de coluna de silica gel

utilizando metanol a 5% em diclorometano, para produzir

0,8 mmol.
Preparacao de adcido 4-[6-amino-8-hidroxi-2-(2—
metoxietoxi)purin-9-ilmetil]benzoico (né&o reivindicado). 4-[6-

amino-8-metoxi-2-(2-metoxietoxi)purin-9-ilmetil]benzoato

(100 mg) é combinado com iodeto de sdédio (63 mg) e acetonitrilo
(10 mL) e, depois, clorotrimetilsilano (120 mL) ¢é lentamente
adicionado. A mistura ¢é aquecida a 70 °C, durante 6 horas,
arrefecida e filtrada. O produto sélido ¢é lavado com 4&gua,

depois, éter, para produzir 51 mg.

Preparacgdo de 2,5-dioxopirrolidin-1-il-4-[6—amino—8-—
hidroxi-2-(2-metoxietoxi)purin-9-ilmetil]benzoato (ndo
reivindicado) . 4-[6—amino-8-metoxi-2—-(2-metoxietoxi)purin-9-
ilmetil]lbenzoato (2 mmol) ¢é dissolvido em diclorometano ou

dioxano (10 mL) e EDC (2 mmol) €& adicionado. A esta solucédo é
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adicionada N-hidroxissuccinimida (2 mmol) e a mistura resultante
és agitada, a temperatura ambiente, durante 1 hora. A mistura é
levada a secura in vacuo e o produto em bruto é purificado por
cromatografia de silica gel , para produzir 2 mmol de produto
que ¢é adequado para reacdes de conjugacao envolvendo aminas

primarias.

ExemElo IT

O UC-1V150 foi 1ligado covalentemente a MSA, modificada
primeiro com um ligante de succinimidil-6-hidrazino-nicotinamida
acetona hidrazona (SANH), para produzir uma molécula estavel com
um espetro de UV caracteristicamente alterado. O conjugado de
UC-1V150/MSA (ndo reivindicado) foi identificado por um pico de
absorcao de UV a 342 nm, devido a formacdo de hidrazona,
enquanto que a SANH isoladamente absorveu a 322 nm. A
quantificagcdo de moléculas de UC-1V150 conjugada por MSA foi
extrapolada de uma curva padradao de UC-1V150-SANH (Figura 1).
Consistentemente, os conjugados de UC-1V150/MSA foram obtidos a
uma proporgdo de cerca de 5:1. Os estudos bioldgicos aqui

referidos foram feitos por utilizacdo de UC-1V150/MSA a 5:1.

Modificagdo de MSA com SANH. 200 pL de MSA (25 mg/mL) foram

misturados com 100 pL de tampdo de conjugagdao (NaPi a 1 M,
pH=7,2) e 690 pL. de PBS. 844 pg de SANH, em 10 uL de DMF
(excesso molar de 40 vezes para MSA), foram adicionados a
solucdo de proteina (a concentracdo final de MSA na mistura
reacional ¢é 5 mg/mL). Apds mistura suave, a reacgdo foi
prosseguida, a temperatura ambiente, durante 2 horas. Para

remover excesso de SANH, a mistura reacional foi carregada em
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coluna NAP-10 equilibrada com PBS e MSA modificada foi eluida

com 1,5 mL de PRS.

Ligacgao de IV150 a MSA modificado com  SANH (ndo

reivindicado). 460 ng de IV150 dissolvidos em 10 pL de DMF foram

adicionados a MSA modificada com SANH e a mistura reacional foi
incubada, a T.A., de um dia para o outro. Para remover O exCesso
de IV150, a mistura reacional foi primeiramente concentrada para
1 mL wutilizando coluna micro-spin (Millipore: BIOMAX 5K) e

carregada numa coluna NAP-10, como mencionado acima.

Os agonistas de TLR7 também foram conjugados a
oligodesoxinucledtidos (ODN) (Figuras 20-21), um virus
(Figuras 18-19) e a um componente de 1lipido o qual pode ser,

depois, incorporado num lipossoma (Figuras 24-25).

Sintese de agonista de TLR7 regulado espacialmente. Cada

conjugado é preparado por técnicas correntes bem conhecidas na
gquimica de bioconjugacdo. A caracterizacdo de cada por métodos
quantitativos de UV, LC/MS e PAGE determina a “waléncia” ou
proporcao de agonista de TLR @para © seu grupo auxiliar
(macromolécula) . Desta informacao, o tamanho e forma dos
conjugados sdo facilmente estimados por técnicas de modelacédo. A
diversidade em tamanho, forma e valéncia dos conjugados ¢é
introduzida através da selecdo da macromolécula, representada no
esquema de estrutura como R3. Por exemplo, gquando R3 €& um
dendrimero, tal como da variedade comum de poli(amidoamina), o
numero de grupos funcionais de superficie para ligacdo do
agonista de TLR é precisamente definido com base no numero de
pontos de ramificacdo ou producdes desse dendrimero particular.
Uma primeira geracdo (Gl) tem 8 grupos amino de superficie, um

G2 tem 16, e por ai adiante, resultando, deste modo, num elevado
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nivel de controlo sobre wvaléncia e tamanho dos conjugados (ver a
Figura 2). Além disso, algumas nanoparticulas de dendrimeros
podem conter um ligando de direcionamento e o agonista de TLR7.
Os conjugados de agonista de TLR7-1lipido também podem ter uma

variedade de “waléncias”, dependendo da selecdo dos lipidos. Por

exemplo, o) potente conjugado Uv-1V199/L (Figura 6) foi
preparado por ligacgéao de um derivado carboxilo do
agonista de TLR7 (UC-1V199) ao grupo etanolamino da

dioleanilfosfatidiletanolamina (DOPE) comercialmente disponivel.

Estes conjugados lipidicos sdo formulados em diversas
nanoparticulas lipossomais, por combinacdo com colesterol, DOPE
e outros lipidos, para produzir particulas que tém um didmetro
hidrodindmico de cerca de 100 nm (Figuras 24-25). Os hexagonos
na figura representam UC-1V199/L e agonista de TLR7 relacionado

com caudas de fosfolipido.

Mostrou-se que o0s agonistas e dimeros de TLR7, assim como
conjugados de TLR, tém libertacdo de citocina e/ou atividade de
citocina in vivo, como determinado por ensaios, tal como os aqui
divulgados. Por exemplo, imiquimod, bropirimina, uc-1v13s,
UCc-1v136, Uuc-1v150, UC-1X105, Uuc-1v199, UC-1w236, UC-1Xb1,
uc-1w247, UC-1X113, UC-1Vv199/L, UC-1Vv150/BSA, conjugados de
UC-1V150, com ou sem um ligante e MSA, OVA, virides e/ou ODN,
conjugados de UC-1V199 e DOPE, silica, lipido ou esporos
irradiados e conjugados de UC-1V1043 e ©UC-1V1018 com OVA,

mostraram todos atividade.
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Exemplo III

Materiais e Métodos

Avaliacdo de composto in vitro. A capacidade de 0s

conjugados de TLR7 estimularem e/ou inibirem a producdo de
citocina é avaliada em células mononucleares derivadas de medula
6ssea de murino (BMDM) que sé&do altamente enriquecidas em células
dendriticas, assim como em células de células mononucleares de
sangue periférico humano (PBMC). As BMDM sdo plaqueadas em
placas de 96 pogos e tratadas em triplicado com transportador ou
diversas doses, partindo de 10 uM diluidas em incrementos de
3 vezes até concentracdes picomolares. Apds 24 horas, 0s

sobrenadantes sdo recolhidos e ensaiados para até 30 diferentes

citocinas, quimiocinas e outros mediadores, utilizando um
Sistema de ensaio de esferas de Luminex e reagentes
comercialmente disponiveis. Os resultados de ELISA de

citocina/hemocina s&o suplementados com medig¢des quantitativas
de expressdo de ARNm e com anédlises Dbidimensionais de
fosfoproteina, ©para adquirir conhecimento sobre o ambito e
mecanismo de indugdo de tolerdncia. No momento da recolha do
sobrenadante, o0s meios sdo substituidos nos pogos com MTT, como
uma avaliacdo colorimétrica da sobrevivéncia celular. As PBMC
humanas sdo 1isoladas de embalagens de sangue comercial e

tratadas de modo semelhante.

Para avaliar o trafego dos nanolipossomas e dendrimeros
conjugados a agonista de TLR, as respetivas nanoparticulas séo
carregadas ou modificadas com um fluorocromo. A localizacgéo
subcelular é determinada microscopicamente, em alguns casos em
células dque foram tratadas com inibidores da maturacao

endossdémica.
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Para comparar as atividades anti-inflamatérias dos
conjugados de TLR7 com diferentes grupos auxiliares, as BMDM séo
tratadas, em primeiro lugar, com os compostos mais potentes, a
concentragbes determinadas anteriormente qgue tiveram efeitos
minimos na estimulacdo de <citocina pro-inflamatdria (TNFo,
IL-1). Apds 24 horas, o meio €& substituido e as células séao
desafiadas com ligandos de ativacdo de diferentes membros da
familia de TLR (Pam3Cys para TLR2, poli(I:C) para TLR3, LPS para
TLR4, flagelina para TLR5, Malp-2 para TRL6, UC-1V150 para TLR7,
R848 para TLR7/8, oligonucledtidos CpG para TLR9 e semelhantes),
a concentracgdes que induzem eficazmente a produgdo de citocina
em células falsamente tratadas. As células sao avaliadas por
imunoensaio multiplice, PCR quantitativo e transferéncia de
fosfoproteina. Para melhor compreender a cinética da inducdo e
manutencdo de toleradncia, c¢élulas iniciadas com conjugado de
TLR7 também sdo desafiadas a diferentes intervalos de tempo e

analisadas para o padrao de producao de citocina.

Avaliacdo de composto in vivo. E avaliada a producdo de

fluido de lavagem Dbroncoalveolar (BALF) versus citocinas
sistémicas apobds administracéao nas vias respiratérias de
murganhos. Murganhos C57BL/6 fémea, com idades correspondentes,
anestesiados, sado administrados nasalmente (i.n.), oralmente
(p.o0.) ou intravenosamente (i.v.) com diversas quantidades dos
conjugados de TLR7, como descrito anteriormente, ou com 0sS
lipossomas ou dendrimeros em transportadores apropriados. Apds
recuperacdo e em diferentes intervalos de tempo, 0s soros e BALF
sdo recolhidos e analisados para citocinas e guimiocinas por
ensaio de Luminex. Os padrdes de pesos, temperaturas e ingestao
de fluido dos animais tratados s&o registados como um substituto

clinico para uma “sindrome de citocina” sistémica.
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Experiéncias subsequentes avaliam a capacidade de os
diferentes agentes produzirem refratariedade local e sistémica
(toleréncia de TLR) a ativacdo de TLR apdés administracdo de
elevada dose i.n., p.o. ou i.v., como determinado por citocinas
de soros e BALF. Sao selecionadas doses elevadas dos diversos
conjugados de TLR7, as quais nao induzem citocinas
significativas in vivo, nem sinais clinicos de uma sindrome de
citocina. Os murganhos sdo tratados com as doses elevadas
selecionadas, dadas pelas diferentes vias de administracéao e,
depois, desafiados com ativadores de diferentes TLR, a diversos
intervalos de tempo. Soro e BALF sdo recolhidos e analisados e
0s sintomas clinicos sao registados. As atividades
anti-inflamatérias dos conjugados sdo confirmadas com um modelo
de choque letal, utilizado anteriormente para estudar LPS e CpG.
Neste modelo, murganhos Balb/c que foram anteriormente
injetados, i.p., com D-galactosamina sucumbem apdés desafio
sistémico com diferentes ativadores de TLR, devido a estimulacéo
de citocina e lesdo no figado. 0Os féarmacos anti-inflamatdrios
ativos né&o induzem sintomas clinicos em animais sensibilizados e
também irdo prevenir o choque causado por outros ligandos de
TLR. Com um ponto final definido, este modelo & especialmente

util para determinar a cinética e duracdo da tolerédncia a TLR.

Exemplo IV

Materiais e Métodos

Murganhos. Murganhos C57BL/6 fémea (5-6 semanas de idade)
foram obtidos de Harlan West Coast (Germantown, CA) e murganhos
A/J fémea (6-8 semanas de idade) foram adquiridos ao The Jackson

Laboratories (Bar Harbor, ME). Os murganhos A/J foram utilizados
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para infecdo com a estirpe Sterne de B. anthracis (Kenney

et al., J. Infect. Dis., 190:774 (2004)). Os murganhos foram

reproduzidos e mantidos sob condig¢cdes padrdo na Universidade da
Califdérnia, na San Diego Animal Facility, a qual estd acreditada
pela American Association for Accreditation of Laboratory Animal
Care. Todos os protocolos animais receberam aprovagao prévia
pelo Institutional Review Board. Para o estudo de influenza
HIN1, os murganhos BALB/c fémea (16-18 g) foram obtidos de
Charles River Laboratories (Wilmington, MA) e mantidos no
Laboratory Animal Research Center of Utah State University
acreditado pela American Association for Accreditation of

Laboratory Animal Care.

Estimulacdo In Vitro de BMDM. Os BMDM foram isolados de

diversas estirpes de murganhos e foram semeados em placas de
96 pocos, a uma densidade de 5 x 10 células por pogo. Os
compostos foram adicionados a culturas de 10 dias de idade, a
uma concentracdao final wvariando entre 0,01 e 10 pM, ou como
indicado de outro modo. Apbés 24 horas de incubacéao, 0s
sobrenadantes de cultura foram recolhidos e ensaiados para
indugdes de citocina por ELISA em sanduiche (BD Pharmingen, San
Diego, CA) ou ensaio de Luminex multiplice (Austin, TX)
utilizando o kit personalizado Beadlyte Mouse MultiCytokine
(Upstate, Charlottesville, VA, e eBiosciences, San Diego, CA),

de acordo com as instrugdes do fabricante.

Administracdo de Compostos a Murganhos. Murganhos C57BL/6

fémea, com idades correspondentes, foram injetados com 100 pL de
solucgéo salina contendo UC-1v150 (ndo reivindicado) ou
UC-1V150/MSA (ndo reivindicado), cada contendo o equivalente de
0,38-38 nmol do pharmacore por meio da veia da cauda. Para

administracdo intrapulmonar, os murganhos foram anestesiados com
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solucédo de Avertin, i.p., e rapados em volta da area do pescocgo.
As traqueias foram expostas com uma pequena incisdo e injetadas
com 50 pL de solucdo salina contendo diversas quantidades de
UC-1V150/MSA ou o farmaco ndo conjugado. Apds recuperacdo e a
diferentes intervalos de tempo, soro e BALF foram recolhidos e
analisados para IL-6, IL-12p40, IFN-y, RANTES e MCP-1 por ensaio
de Luminex. Noutras experiéncias, 0s murganhos foram
anestesiados com uma solucgdo intramuscular de cetamina/xileno e
administrados com a mesma quantidade de UC-1V150/MSA em doses
i.t. de 50 pL ou doses 1i.n. de 20 pL. Devido a terem sido
observados niveis semelhantes de citocina nas 24 horas de BALF
apds administracdo por qualquer dos métodos, foi utilizada a via

i.n. mais conveniente em estudos de modelo infecioso.

Infegcdo de Murganhos A/J com Esporos de B. anthracis. O0s

esporos foram ©preparados a partir da estirpe Sterne de
B. anthracis (pX0l1l'pX027), como descrito anteriormente (Sabet

et al., FEMS Immunol. Med. Microbiol., 47:369 (2000) ;

Guidi-Rontani et al., Mol. Microbiol., 42:931 (2001)) . Os

esporos purificados foram armazenados em PBS, a 1 x 10° a

4 x 10° cfu/mL, a 4 °C. Antes da infecdo, os esporos foram

aquecidos para 65 °C, durante 30 minutos, para iniciar a
germinacao. Os murganhos A/J foram anestesiados
intramuscularmente com solucéo de cetamina/xileno e

administrados, i.n., com 0,75 nmol de UC-1V150 ou UC-1V150/MSA
por murganho, 1 dia antes da infecdo por antraz. Os murganhos de
controlo receberam apenas solugcdo salina ou solugao salina
contendo MAS, a quantidades equivalentes como em UC-1V150/MSA. A
infecdao foi efetuada i.n., com 2 x 10° a 8 x 10° esporos de
B. anthracis, num volume de 20 pL. A sobrevivéncia foi observada

durante 13 dias, porque a maioria dos murganhos tratados com
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solucao salina morreu no espaco de 3-6 dias. Os resultados foram

obtidos a partir de oito murganhos por grupo.

Infecdo de murganhos Balb/c com virus de influenza. O virus

de influenza A/Nova Caleddénia/20/99 (HIN1l) foi obtido dos
Centers for Disease Control and Prevention (Atlanta, GA). O
virus foi propagado, duas vezes, em células de rim canino Madin
Darby (MDCK), adicionalmente passadas 7 vezes em murganhos para
as tornar virulentas, seguido de outra passagem em cultura
celular para as amplificar. Os murganhos foram anestesiados,
i.p., com cetamina (100 mg/kg) e infetados, i.n., com virus a,
aproximadamente, 10°° doses infeciosas de cultura celular por
murganho, num volume de indéculo de 50 pL. Uma dunica dose
intranasal de 75 pL em solug¢do salina isoladamente ou contendo
UC-1V150/MSA para 5 nmole por murganho foi dada 24 horas antes
de exposicdo ao virus. Dez murganhos infetados por grupo tratado
e 20 animais de controlo placebo foram seguidos para

sobrevivéncia, durante 21 dias.

Estatistica. Os niveis de citocina foram comparados pelo

teste U de Mann Whitney, com p < 0,05, para determinar a
significancia estatistica. As curvas de sobrevivéncia de
Kaplan-Meier e testes de log rank foram realizados utilizando a
versao 4.0c do software GraphPad Prism (San Diego, CA), para

comparar diferencas em sobrevivéncia.
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Resultados

Potente libertacdo de <citocina 1in vitro e 1in vivo em

resposta a conjugados de UC-1V150/MSA (ndo-reivindicados). A

incubac¢do de macrdfagos derivados de medula o6ssea (BMDM) com
UC-1V150 isoladamente estimulou a libertacao de citocina
(Figura 10). Quando conjugado a MSA, foram detetados niveis
semelhantes ou mais elevados de citocinas, com uma concentracao
equivalente 10 wvezes inferior do agonista de TLR7. As

experiéncias com transformantes de TLR, realizadas como descrito

anteriormente, confirmaram que o) Uuc-1v15a0, semelhante ao
composto desprovido da modificacdo de aldeido (UC-1V136), era um
agonista especifico de TLR7 (Lee et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 103:1828.(2006)). Apds injecao 1i.v. em murganhos, o)

UC-1V150 induziu niveis séricos de citocina que tiveram um pico
a cerca de 2 horas apds injecao e, depois, rapidamente
diminuiram para préximo dos niveis de fundo (dados néo
mostrados). A comparacdo dos perfis de producdao de citocina de
UC-1V150 versus o UC-1V150/MAS, 2 horas apds injecdo 1i.v. a
diversas dosagens, demonstrou que o conjugado de MSA melhorou a
poténcia em 10 a 100 wvezes (Figura 11). Os soros de grupos de
controlo de solugcdo salina ou MSA revelaram poucos ou nenhuns

niveis de citocina detetéaveis (dados ndo mostrados).

Conjugados de UC-1V150/MSA (ndo reivindicados) Proporcionam

Atividade Pulmonar Prolongada e Localizada. Para garantir

distribuicéao adequada dos agonistas de TLR7 no sistema
respiratério, os farmacos foram inicialmente diretamente para a
traqueia. Verificou-se indugao substancial de citocina no fluido
de lavagem alveolar Dbrénquico (BALF) extraido de murganhos
tratados intratraquealmente (i.t.) com UC-1V150/MSA, enquanto

que as citocinas séricas foram muito baixas e prdéximas dos
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niveis de fundo nos mesmos animais (Figura 12). Em marcado
contraste, foram observados niveis semelhantes de citocina em
BALF e soros de murganhos injetados, i.t., com agonistas de TLR7
de moléculas pequenas, 0s quais, por vezes, induziram alteracdes
comportamentais, talis como pelo ericado na extremidade e
tremura, sugestivos de uma sindrome de citocina (Tabela 2).
Estudos subsequentes com UC-1V150 mostraram que a distribuicéo
intranasal (i.n.) também induziu producdo seletiva de citocina
no BALF, provavelmente devido a aspiracéao de farmaco.
Consequentemente, foi utilizada a administracéo i.n. ©para
avaliar os conjugados de UC-1V150 em dois modelos animais
infeciosos de pneumonite. Os murganhos pré-tratados, i.n., com
UC-1V150/MAS, um dia antes da infecéo com  esporos de
B. anthracis, tiveram uma sobrevivéncia média prolongada de
7,5 dias, em comparacado com 5 dias em murganhos de controlo
(P < 0,025) (Figura 14A4). Em contraste, ndo foi observada

diferenca significativa em murganhos tratados com solucgéo

salina, a quantidade equivalente de MSA, ou com UC-1V150
isoladamente. Estes dados confirmaram que o conjugado de
Uuc-1v150, mas nao o) fadrmaco livre, teve atividade
imunoterapéutica intrapulmonar. Deste modo, a conjugacdao do

agonista de TLR7 a MSA melhorou a sua poténcia e reduziu a sua

toxicidade apds distribuicdo local no aparelho respiratédrio.

Noutro estudo, murganhos BALB/c foram pré-tratados, i.n.,
com o conjugado de UC-1V150/MAS, 1 dia antes da infegdo por
virus de influenza (estirpe HIN1l). A sobrevivéncia média dos
murganhos tratados foi prolongada para 11,5 dias, em comparacao
com 7 dias em controlos nao tratados (P < 0,0001) (Figura 14B).
Em conjunto, estes resultados sugerem que a conjugacao do
agonista de TLR7 a MSA melhorou a sua poténcia e reduziu a sua

toxicidade, apds distribuicdo local no aparelho respiratdrio.
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O UC-1V150/MSA foi administrado, i.n., antes da infecdo por
antraz, seguido de tratamento com ciprofloxacina (25 mg/kg), no
dia 4. O tratamento com placebo, seguido de tratamento com
ciprofloxacina, resultou em cerca de 15-25% de sobrevivéncia,
enquanto o tratamento com um conjugado e ciprofloxacina resultou
em cerca de 90% de sobrevivéncia. Deste modo, o conjugado é
particularmente Util como um coadjuvante com uma vacina de

antraz.

Discusséao

O composto UC-1V150 (ndo reivindicado) é um dos ligandos de
TLR7 sintéticos de moléculas pequenas mais potente e versatil ja
descoberto, porque (i) € ativo a concentracdes nanomolares;
(ii) pode ser ligado a uma variedade de macromoléculas, em
alguns casos com melhoramento da atividade; e (iii) as suas
propriedades farmacocinéticas podem ser alteradas por
modificagcdo dos grupos auxiliares. O conjugado proteico de TLR7
UC-1V150/MSA (ndo reivindicado) foli caracterizado como tendo,
aproximadamente, cinco moléculas pequenas ligadas covalentemente
a cada molécula da proteina MSA. O conjugado reteve atividade de
agonista de TLR7 e, de facto, fol mais potente e teve uma
duracdo de acdo mais longa, em comparacdo com o farmaco
monomérico livre. Além disso, este conjugado poderia ser
distribuido eficazmente no sistema respiratério por
administracdo i.n. ou i.t. A distribuicdo de farmaco por i.n.

provou ser eficaz num modelo de murganho de uma infecéo

bacteriana. Quando se considera a distribuicdo no sistema
respiratério, uma vantagem potencialmente importante da
preparacao dos agonistas de TLR7 como conjugados de
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macromoléculas é que os efeitos secundédrios sistémicos podem ser
evitados por confinamento da atividade imunoestimulatdria ao

ambiente mucosal local.

Seria de esperar que o conjugado macromolecular fosse
absorvido para a circulacdo sistémica mais lentamente do que o
fadrmaco 1livre e, de facto, pode ser avidamente eliminado por
macréfagos e células dendriticas residentes expressando TLR7.
Consequentemente, o conjugado deverd mitigar o tipo de efeitos
secundarios graves que foram associados a distribuicdo sistémica
de agonistas de TLR7/8. O conjugado de UC-1V150/MSA também pode
proporcionar atividade imunoterapéutica benéfica quando
administrado a sitios mucosais, tais como 0S8 tratos
genitourindrio e gastrointestinal, para o controlo de doencgas
infeciosas, alérgicas ou malignas. O veiculo macromolecular do
agonista de TLR7 também pode proporcionar uma abordagem
melhorada para a distribuic&o seletiva do imunoterapéutico a um
6rgdo ou tecido especifico. Por exemplo, 0s conjugados lipidicos
de UC-1V150 podem ser incorporados em lipossomas de diferente
tamanho e composicdo, enquanto que os conjugados proteicos do
agonista de TLR7 podem visar diferentes subconjuntos de células
dendriticas. Diferencas no trafego intracelular do conjugado de
UC-1V150 podem induzir padrdes distintos de producdo de
citocina, andlogos aos efeitos observados com oligonucledétidos

de ativacao de TLRY9 (Rothenfusser et al., Hum. Immunol., 63: 111

(2002)) .

Um potencial problema que foili observado com farmacos
conjugados a proteinas é o desenvolvimento de anticorpos contra
a porcdo de baixo peso molecular do tipo hapteno da molécula.
Contudo, o UC-1V150, contrariamente aos conjugados wvacinais de

TLR7/8 estudados anteriormente, tem uma estrutura do tipo
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adenina simples que & improvavel que induza reacdes de
hipersensibilidade. De facto, apds administracdo dos conjugados
proteicos, ndo foram observados anticorpos anti-UC-1V150, exceto
apdés administracdo repetida de um veiculo de hemocianina de lapa
californiana em adjuvante completo de Freud (dados nao

publicados) .

Estdo a ser pesquisados novos agentes para a prevengcao e
tratamento de infegdes por virus de influenza, particularmente
com a disseminacdo de estirpes altamente patogénicas da Asia.
Todos o0s anos, a morbidade e mortalidade de estirpes comuns em
circulacdo sao elevadas. O tratamento da infecdo pode ser
alcancado por fadrmacos antiviricos aprovados, os quais sao
moderadamente eficazes se iniciados precocemente. O melhoramento
do sistema imunitdrio também estd a ser investigado como uma
estratégia que poderia acelerar as respostas antiviricas
protetoras, especialmente em hospedeiros imunocomprometidos. E
possivel que a ativacédo imunitédria sistémica por meio da
sinalizagcdo de TLR né&o crie um gradiente de <citocina e
gquimiocina local, requerido para mobilizar células imunitarias
para o local de infecdo. Em favor desta hipdtese, o UC-1V150 néo
conjugado, o qual é rapidamente absorvido através da mucosa, nao
protegeu murganhos de infecdo por B. anthracis, enquanto que o

conjugado de UC-1V150 foi eficaz.

O B. anthracis tornou-se num agente do bioterrorismo. Uma
resposta réapida contra patogénios microbianos ¢é critica para
biodefesa eficaz. Em geral, um anticorpo ou resposta imunitéaria
celular pode proteger contra estes patogénios; contudo, a
geracao destas respostas protetoras rapidamente requer exposicao
anterior a antigénios especificos para cada organismo. Embora

seja conhecido que o virus de influenza se liga a TLR7 (Barchet

89



et al., Eur. J. TImmunol., 35:360 (2005)), o antraz bacteriano

muito provavelmente pode ligar-se a TLR2, TLR4 e TLR9. Além de
ser um intermedidrio de sinalizacdo comum para os TLR, também se
mostrou gque o MyD88 é necessdrio para resisténcia a infecdo num

modelo de murganho de antraz (Hughes et al., Infect. Immun.,

73:7535 (2005)). Em virtude de o conjugado de UC-1V150 funcionar
eficazmente como um adjuvante contra infeg¢des que utilizam
diferentes vias, ©pode ser aplicado como uma estratégia de
biodefesa gque né&o necessitaria de ser especifica para os
antigénios de um micrdébio particular e que fosse util em ataques

mistos, assim como simpes.

Exemelo A\

Nao existe wvacina de SA conhecida dque seja potente o
suficiente ou que possa atuar rapido o suficiente para prevenir
infe¢des por SA em doentes “em risco”, antes da hospitalizacdao.
Uma uUnica injecdo de um potente agonista de TLR7 e Dbactérias
gram-positivas mortas, e. g., SA, ou um sua subunidade, pode
reforcar a imunidade protetora para as bactérias no espaco de
uma semana da administracdo. A injecdo pode incluir, por
exemplo, 1) um agonista de TLR7, tal como UC-IV199 (néo
reivindicado) conjugado diretamente a grupos amino livres em
bactérias gram-positivas mortas, 2) um agonista de TLR7, tal
como UC-IV199 conjugado a albumina em combinacdo com bactérias
gram-positiva mortas, 3) um agonista de TLR7, tal como UC-IV199
conjugado a uma proteina bacteriana gram-positiva recombinante
ou 4) um agonista de TLR7, tal como UC-IV199 conjugado a
polissacaridos bacterianos gram-positivos (e. g., por meio de um

ligante conhecido na técnica, tal como o utilizado em StaphVax®).
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Como descrito acima, um agonista de TLR7 foi conjugado a
esporos 1irradiados letalmente da estirpe vacinal Sterne de
Bacillus anthracis (BA). Como o SA, o BA €& uma Dbactéria
Gram-positiva. Em comparacgao com  esporos isoladamente, a
bactéria conjugada foi um potente ativador de macrdéfagos
derivados de medula &éssea (BMDM) de murganho, como medido por
secregdo de citocina (IL-12 e IL-6). Noutra experiéncia, uma
Unica injec¢do em murganhos de esporos irradiados letalmente da
estirpe Sterne de BA, misturados com um agonista de TLR7
conjugado a albumina de murganho (MSA), protegeu os animais
contra desafio de BA letal intrapulmonar, dada apenas seis dias
mais tarde. Em contraste, a injecdo dos animais com esporos de
BA isoladamente, ou com BA mais um adjuvante convencional,
toxina da cdlera (CT), ndo protegeu os animais. Deste modo, uma
vacina de agonista de TLR7 de albumina/esporo irradiado induziu
imunidade protetora para Bacillus anthracis no espaco de 6 dias.
Esta rapidez de resposta num animal ndive foi totalmente
inesperada. A mesma tecnologia vacinal ird provavelmente

proteger humanos de infecdo por SA adgquirida em hospital.

A  invencgdo foi descrita fazendo referéncia a diversas

formas de realizacdo e técnicas especificas e preferidas.

Lisboa, 5 de novembro de 2015
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REIVINDICACOES

Composto de acordo com a seguinte férmula
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Composigdo farmacéutica compreendendo o composto de acordo

com a reivindicacéao 1.

Composigdao de acordo com a reivindicacao 2, a qual
compreende nanoparticulas lipossomais compreendendo o)
composto de acordo com a reivindicagdo 1 com colesterol,
DOPE e outros lipidos tendo um didmetro hidrodindmico de

cerca de 100 nm.

Composto de acordo com a reivindicacdo 1 para utilizacéo

como um agente imuncestimulante.



5.

Composto de acordo com a reivindicacédo 1 para utilizacd&o na

prevencado, tratamento ou inibicdo da asma.

Lisboa, 5 de novembro de 2015



1/34

FIG. 1




2/34

FIG. 2

s
N -Z;\O
HN"S-N
oH.wW
QN N ZHN
:z\rﬂwru HN~CN O
~zz < ot
"N
2 wsl B o
N/ O HOS
—~
—
H
AN L S
Ob IZ./:H/%“T N_N o
NH Ox v
HN 4N
NCON N
o lﬂw
Ny
7
z -z.ro
HN <
o-



SANH

SANH-SFB

SANH-IV150

3/34

FIG. 3A




4/34

N
)NLN' S-Br S B O)NLN’ 9
5 O % o
le
NH, NH, NHz
oN'\’ \}OCHS—_f—» ’NQN: SHCH° — O’NQN\'
Y e 3 oo 3 o
6 7 8
Uc-1v150



5/34

Albumina de Soro
de Murganho (MSA)

MSA com ligante ativado

NHz
N7

!

S HO
A UC-1v150
N\Jﬂm 3 N——MSA
FIG. 3C oM

- -n n=39n\§
Conjugado de UC-1V150/MSA com ligante




Absorvancia

6/34

rp— T

0.25

0.20

N - OVASANHAIC-1V150)

OVA :
OVA/SANH

. -
......................

........




7/34

...........

...............

-
-—
-
-
o

BIOUBAIOSQY

350

300

(nm)

FIG. 5



8/34

NH,
H
N~ X
=0
; a
_0
o
HN\L
%0
PC
©o0 o o)



9/34

0 UC-1V199/L pode Atuar como um Inibidor
da Sinalizagao de TLR7

1.2-
= p——
=
S 0.8
£
= 0.4
=
Iniciagdo 0 iygM  1pyM  10uM 10 M

Desafio 50 nM 0 50 nM 0 50 nM

FIG. 7



10/34

O UC-1V199/L Inibe a Sinalizagao de TLR7

— 2.0W

€ 15.

? 1.5

104 7

~ %

3 0.5+ /

= 00 2 | T77) wrmn  wwmn
Iniciacao - - <+——  UC-1V199/L (1 pM) ——>
Desafio  UC-1V150  UC-1V199/L - UC-1vi50 UC-1V199/L

1 uM 0.1 uM 1uM 0.1 uM

FIG. 8A



11/34

O UC-1V199/L Inibe a Sinalizacao de TLR2

3
(=)

E S——

D500 —

3

2

oo
Iniciagdo - - - «—  UC-1VI99/L (1 pM) —>
Desafio P3C UC-1V150 UC-1V199/L - P3C UC-1V150 UC-1V199/L

0ug/ml  1uM 0.1 uM 30ug/m 1uM 0.1 uM

FIG. 8B




12/34

7.5

IL-12 {ng/ml)

N
o

0.0

10

2

10 3 10 ¢
UC-1V199/L (pM)

FIG. 9

10

5

10

10

7



13/34

IL-6 (ng/ml) >

15 +4-UC-1V150 B
10 Le-UC-1vi50/MSA®
4 -+ MSA
3
2.4
1. A/A/ANA
0 ey

0001 001 01 1 10
Conc. (uM)

FIG. 10A

0.9 A UC-1V150

£  |e-UC-1Vi50/MSA

aos.LD-MSA

£

N 0.3-

-

= 0 y—at?

0.001 001 01 1 10

Conc. (M)
FIG. 10B




14/34

6.5
—

= 5.0

£03
© 0.2

1A =

IL-12 (ng/mi)
el 4
o 0w o wuw ©

3.8 38 038 3.8 38nmole
UC-1V150 UC-1V150/MSA

FIG. 11A

o

3.8 38 0.38 3.8 38 nmole
UC-1V150 UC-1V150/MSA

FIG. 11B

Teo{C

D 4s

- 3.0
15

(n

MCP-
o

3.8 38 0.38 3.8 38 nmole
UC-1V150 UC-1V150/MSA

FIG. 11C




BALF

6 8 12 24 36 48
Tempo (h)

0.8,
{_0.64
i 0.44

0.2

0.0

6§ 8 12 24 36 48
Tempo (h)

=

2.0-
@ 15
L 1.0]
& 05!

MCP-1
O —- W A WU

B

§ 8 12 24 36 48

Tempo (h)

6 8 12 24 36 48
Tempo (h)

6 8 12 24 36 48
Tempo (h)

B

15/34

Soro

R S S e e o e
0 2 4 6 8 1224 36 48
Tempo (h)

Tempo (h)

L e e S —
0 2 4 6 8 12 24 36 48

0 2 4 6 8 12 24 36 48
Tempo (h)

Tempo (h)

Tempo (h)

y - WA
0 2 4 6 8 1224 36 48

e o ¥ Ui
0 2 4 6 8 1224 36 48

FIG. 12




16/34

Inducao de citocina em BMDM por
conjugado de esporo de antraz irradiado

-
(&)

€ 1518 UC-1V199/RS . 80 7= UC-1V199/IRS

3 |aUC1v199 € 504 UC-1V199

£107eIRS 3 |eIRs

g £ 404

o 5 [(~]

=1 0 a—e 0 8—f—a o
01 1 10 100 1000 04 1 10 100 1000

Concentragao (nM) Concentragao (nM)

FIG. 13




17/34

©

‘© 100 3¢Solucao salina
S -+ MSA

E 75 1 = UC-1V150

o gq. -o-UC-1V150/MSA
o)

o

» 25

g | |psoon ¢——9

X 0 3 6 9 12

Dia pos-infegao

g 100 , -0-Placebo

c -o- UC-1V150/MSA
Q 75

F

£ 50

@ 25

D

o] p <0.0001

Q\O 0  § ¥ T L] LI L L}

0 3 6 9 12 15 18 21
Dia pos-infegao

FIG. 14



18/34
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Conjugado N&o conjugado
BALF Soro___ Proporgdo BALF Soro Proporgio
Citocina Tempo (h) ng/ml SEM  ng/ml  SEM _ ng/m  SEM ng/ml SEM
IL-6 2 0.25 0.09 0.28 0.00 0.9 0.73 0.40 5.00 114 0.1
4 1.34 0.38 0.06 0.02 221 1.09 0.64 2.93 1.53 0.4

6 3.50 1.07 0.14 0.05 243 3.00 0.76 3.95 1.24 0.8

24 4,06 0.41 0.03 0.00 1172 439 0.84 1.08 0.31 41

IL-12p40 2 0.06 0.00 0.23 0.03 0.2 0.11 0.09 0.53 0.53 0.2
4 0.11 0.00 0.50 0.39 0.2 0.06 0.03 0.23 0.23 0.3

6 0.29 0.04 0.25 0.06 11 0.00 0.00 2.82 0.46 0.0

24 5.05 3.70 0.11 0.00 45.1 0.01 0.01 0.49 0.47 0.0

TNF-a 2 1.25 1.02 0.08 0.01 16.4 2,62 0.83 0.52 0.21 5.0
4 9.67 1.01 0.02 0.01 5801 153 0.73 0.32 0.16 4.8

6 8.28 1.72 0.02 000 4275 203 0.67 0.39 0.15 5.2

24 4.22 2.80 0.01 000 5518 0.93 0.47 0.15 0.04 6.2

FIG. 17
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