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67 Resumo: IMUNOTERAPICO, COMPOSIGAO
FARMACEUTICA E USO DE IMUNOTERAPICO  PARA
MANUFATURA DE MEDICAMENTO PARA USO NO TRATAMENTO
DE CANCER. A presente invengéo refere-se a um imunoterapico que
compreende uma cepa de Mycobacterium bovis, Bacilius Calmette
Guerin (BCG) recombinante que codifica ao menos um antigeno de
Bordetella pertussis. A presente invencdo refere-se também a

composi¢des farmacéuticas que compreendem os imunoterapicos
descritos na presente invengéo. A presente invengao refere-se ainda
ao uso dos imunoterapicos descritos na presente invengdo para a
manufatura de medicamentos com acdo inflamatéria e ativagéo
inespecifica do sistema imune para uso no tratamento ou prevengéao
de céancer.
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Relatédrio Descritivo da Patente de Invenc¢ao para:
“IMUNOTERAPICO, COMPOSICAO FARMACEUTICA E USO DE
IMUNOTERAPICO PARA MANUFATURA DE MEDICAMENTO PARA USO NO
TRATAMENTO DE CANCER’ .

CAMPO DA INVENCAO

A presente invencdo refere-se a um imunoterépico que
compreende uma cepa de Mycobacterium bovis, Bacillus
Calmette Guerin (BCG) recombinante que codifica ao menos um
antigeno de Bordetella pertussis.

Em particular a presente invencdo refere-se a um
imunoterdpico gque compreende uma cepa de Mycobacterium
bovis, Bacillus Calmette Guerin (BCG) recombinante,
auxotréfica para lisina ou outros amino acidos,
complementada com o gene lysA ou outros, e que codifica
também um antigeno de Bordetella pertussis, tal como a
subunidade 1 da toxina pértussis, S1PT.

A presente invengéou refere-se também a composigées.
farmacéuticas que compreendem os imunoterdpicos descritos
na presente invencdo.

A presente invengdo refere-se ainda ao uso dos
imunoterapicos descritos na presente invencdo para a
manufatura de medicamentos com acdo inflamatdéria e ativacgéo
inespecifica do sistema imune para uso no tratamento ou

prevengdo de céncer.
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FUNDAMENTOS DA INVENCAO

Do Céancer.

O cancer é o resultado de uma série de alteracdes nos
genes que controlam o crescimento e o comportamento
celular. Essas alteracdes provocam um crescimento celular
desordenado e continuo, inferindo nessas células anormais a
capacidade de invadir tecidos e 6rgdos adjacentes, bem como
a capacidade de migrar e se alojar em outras regides do
organismo (metastase). O cancer pode surgir de qualquer
tipo de célula e de qualquer tipo de tecido, ndo sendo uma
doenca unica, mas um grande nimero de doencas
caracterizadas pelo seu local de origem.

Dividindo-se rapidamente, estas células anormails
tendem a ser muito agressivas e incontroléveis[
determinando a formagdo de tuﬁores ou neoplasias (acumulo
de células cancerosas). Existem centenas de formas
distintas, sendo trés os principais subtipos: os sarcomas,
os carcinomas e os linfomas (leucemias). O cancer ¢é a
segunda maior causa de morte de adultos no mundo ocidental,
e é uma das principais causas de morte por doenga em
criancas de 1 a 14 anos.

Atualmente existem quatro tipos principais de
tratamento: cirurgia, radioterapia, quimioterapia e

imunoterapia. Essas terapias sdo largamente utilizadas,
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podendo ser usadas isoladamente ou em combinacao entre si.
O determinante para escolha do tratamento dependera do
local, tamanho e fase do tumor, bem como o estado de saude
global do paciente.

Embora a terapia atual para o cancer dependa,
principalmente, do uso de cirurgia, irradiacéo e
gquimioterapia, a evolugdo na compreensdo da biologia da
transformacdo maligna e das diferengas no controle da
proliferacdo da célula normal e cancerosa proporcionou a
descoberta de novos alvos potenciais para o tratamento do
cancer através da imunoterapia, uma vez gque nem sempre €
possivel garantir a erradicacdo total das células
cancerosas com a utilizacdo de tais terapias.

Estddos imunolégicos revelaram dque a progressao da
doenca tecidual para a forma invasiva do cancer requer
células que participam normalmente de processos de
cicatrizacdo e outras atividades funcionais, para serem
desviadas para o local onde se estd iniciando a formagao de
tecido pré-maligno; essas células sdo mobilizadas nesse
ambiente favorecendo a carcinogénese. Assim compreende-se
gue um tumor ndo é apenas um conjunto de células anormais,
mas ¢é dependente também de varios fatores como o micro
ambiente tumoral que abrange células do tecido imunolégico

e sinais quimicos que cruzam uma extensa rede de vasos
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sangiineos. Esse novo enfoque sobre o cancer reforca a
necessidade de erradicar até a ultima célula cancerosa
(Coussens LM, Werb Z. Nature 2002;170:964-969).

A resposta imunolégica é caracterizada em Thl ou Th2
conforme o padrdo de citocinas produzidas pelos linfdcitos
T CD4+ e CD8+. A resposta Thl estd ligada a imunidade
celular inata, que protege o organismo contra agentes
patogénicos especificos e toxinas, além de proporcionar
acao antitumoral, enquanto que a Th2 favorece a resposta
humoral ou adaptativa, que ¢ medida pela acaoc de
anticorpos. As duas respostas interagem entre si, com
efeitos inibitérios e/ou regulatédrio, sendo que em
individuos acometidos por neoplasias observa-se uma
modulacdo negativa da resposta do tipo celular (Van Kempen
LC, et al. Differentiation research in biological diversity
2002;70:610-623) .

Os conhecimentos adquiridos no campo da imunologia, em
especial no que se refere a imunidade inata, forneceram
importantes indicios da conexdo entre inflamacdo e céancer,
transformando completamente o entendimento da
fisiopatologia neoplasica. A imunoterapia é hoje utilizada,
na tentativa de curar ou modificar o crescimento tumoral
através da intensificacdo da resposta imune do paciente,

contra os antigenos tumorais (Mantovani, et al. Nature
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2008;454:436-444) .
Do uso do bacilo de Calmette-Guérin (BCG) na terapia de
cancer.

Albert Calmette e Camille Guérin, no inicio do século
passado, atenuaram uma cepa virulenta de Mycobacterium
bovis. Esta cepa é conhecida atualmente como bacilo de
Calmette-Guérin (BCG), tendo sido utilizada como vacina
contra a tuberculose em cerca de 3 bilhdes de individuos em
todo o mundo.

Em 1976, Morales, Eidinger e Bruce foram os primeiros
a relatar o sucesso da terapéutica do céncer superficial de
bexiga empregando o bacilo de Calmette-Guérin (BCG)
(Morales A, Eidinger D, Bruce AW. The Journal of Urology
1976;116:180-183). Desde entdo, essa imunoterapia na forma
de infusdo de BCG intravesical vem sendo utilizada para
tratar e prevenir a recorréncia de tumores superficiais de
bexiga (Patente US 5,712,123). O bacilo de Calmette-Guérin
(BCG) também tem demonstrado eficdcia contra outros tipos
de tumores, como por exemplo: melanomas, cancer de pulmao e
leucemia (Patente US 5,712,123).

Embora o mecanismo de efeito antitumoral do BCG naéo
esteja completamente definido, h& um consenso geral que a
aplicacdo intravesical de BCG causa reac¢do inflamatéria nao

especifica do sistema imune. Deste modo, leva a ativacgao e
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infiltracdo de células T, induzindo predominantemente, a
producdo de citocinas relacionadas a resposta Thl, maior
responsavel pelo efeito antitumoral. H& também estimulacao
da resposta Th2, como a liberacdo de citocinas IL-4, IL-5,
IL-6 e IL-10, o que pode estar relacionado aos efeitos
colaterais locais e sistémicos da imunoterapia intravesical
com BCG (Luo Y. et al. Clinical and experimental immunology
2006;146:181-188).

Cerca de 90% dos tumores vesicais de bexiga sao
carcinomas de c¢élulas transicionais (CCT) que surgem no
revestimento interno da bexiga chamado de urotélio. Desses,
cerca de 75% dos casos apresentam recorréncia, onde 45%
levam a progressdo para doenga invasiva (Sylvester RJ. et
al. The Journal of Urology 2005;174:86-91).

A terapéutica clinica do cancer vesical baseia-se,
principalmente, em fendmenos antineoplasicos decorrentes da
estimulacdo de respostas imunolégicas do tipo celular e
humoral. Apesar dos recentes avang¢os na procura por novas
terapias, como o uso de Epirrubicina, Doxorrubicina,
Gencitabina e Mitomicina C, a aplica¢do intravesical do BCG
continua apresentando a maior eficdcia na prevengdo de
recorréncia de progressdo tanto do carcinoma urotelial,
quanto no carcinoma in situ (CIS) da bexiga. (Bohle, A. et

al. The Journal of urology 2003;169:90-95).
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O grande avanco no desenvolvimento de terapéuticas
baseadas em modulagao da resposta imunoldgica foi
decorrente de pesquisas in vivo. Os modelos animais
propiciaram estudos da fisiopatologia, da imunologia do
tumor vesical e, inclusive, avaliacdo de efeitos colaterais
frente as novas terapéuticas. O modelo ortotdpico singénico
utiliza células da linhagem MB-49, provenientes de tumor
vesical de camundongo C57BL/6. As células MB-49 sao
conhecidas por induzir a produgdo das IL-10 e IL-4 que
direcionam o sistema imune para resposta do tipo ThZ2,
dificultando, assim, uma reacdo antitumoral mais efetiva.
Esta importante caracteristica, também, é encontrada em
tumores vesicais de humanos, logo, o modelo animal com
células MB-49 apresenta resposta imune semelhante ao humano -
favorecendo os estudos comparativos (Gunther, J. H. et al.
Cancer Res 1999;59:2834-2837).

Do BCG Recombinante.

O BCG ¢é a vacina mais utilizada no mundo por
apresentar resposta imune duradoura e frequéncia muito
baixa de efeitos adversos sérios. Essa e outras
caracteristicas tornam a BCG um excelente candidato a
veiculo para apresentagdo de antigenos heterélogos,'tendo
em vista uma possivel vacina recombinante baseada em BCG

(Patente US 6,673,353).
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O mecanismo imunoterdpico do BCG ficou melhor
compreendido com a identificagdo dos genes responsaveils
pelo efeito antitumoral, possibilitando a produgdo de
organismos recombinantes capazes de estimular resposta Thl
mais intensa, visando uma diminuigdo da dose a ser
empregada e, consequentemente, menos efeitos colaterais.

A expressdo de dominios imunogénicos de bactérias,
virus e parasitas tem sido utilizado com sucesso no BCG,
gerando cepas recombinantes (rBCG), as quais produzem
resposta imune ndo sé contra o bacilo da tuberculose, mas
também, contra os patdégenos cujas proteinas estariam
expressas nesse rBCG (Patente US 5,504,005). A adigdo de
uma dominio imunogénico especifico em uma rBCG confere a
protecdo imunologica especifica esperada, no entanto,
reacdes distintas das que sd3o de conhecimento habitual
ainda ndo foram descritas.

Também j& é de conhecimento do estado da técnica a
viabilidade do uso da rBCG como estratégia para a expressao
de citocinas, agentes farmacoldgicos e agentes
antitumorais, promovendo a base para uma nova estratégia de
tratamento de certos tipos de céncer (Patente US
5,776,465). A utilizacdo dessa estratégia confere a rBCG a
capacidade de expressar proteinas ou polipeptidios

especificos que atuam como inibidores do crescimento
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celular ou como substdncias citotdxicas para células
cancerosas (ex: interferon o ou B, interleucinas 1-7 ou
fator de necrose tumoral o ou B).

Também ja foi demonstrado que vacinas rBCG sao capazes
de promover uma resposta imune tanto humoral quanto
celular, sendo uma opcdo no tratamento de determinados
tipos de cancer. A possibilidade de utilizar a rBCG para
espressar agentes antitumorais especificos (Patente US
5,776,465) também Jja& é ’conhecida como uma possivel
alternativa no tratamento do cancer.

Do rBCG-Pertussis (rBCG-S1PT).

Bordetella pertussis ¢é uma bactéria que causa uma
doenca 1infecciosa do trato respiratédrio conhecida como
coqueluche, pertussis ou “tosse cumprida”. Uma vacina
celular efetiva contra pertussis foi desenvolvida na década
de 40 por Kendrick e colaboradores (Kendrick, P. L. et al.
Am. J. Public health 1947;37:803-810). No entanto, esta
vacina celular obtida a partir de células inteiras e
dificil de ser ©padronizada e pode produzir efeitos
colaterais indesejaveis e por vezes de gravidade
consideréavel. Tais efeitos adversos levaram ao
desenvolvimento das vacinas acelulares contra pertussis
(Patente US 5,877,298).

A toxina pertussis ¢ um importante fator de viruléncia
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e é o principal determinante imunogénico utilizado nas
vacinas produzidas atualmente contra a Bordetella pertussis
(Sato, Y. & Sato, H. Biologicals 1999;27,61-69).

No Centro de Biotecnologia do Instituto Butantan, uma
vacina de rBCG foi desenvolvida através da expressao da
subunidade n&o-téxica S1 da toxina pertussis (PT) de
Bordetella Pertussis utilizando um vetor de expressdo de
micobactérias, sob o controle do promotor da pB-lactamase
(pBlaF’) de M. fortuitum, contendo um gene de resisténcia a
kanamicina (Nascimento IP, et al. Infection and immunity
2000;68:4877-4883). O BCG-Pertussis recombinante (rBCG-
S1PT) possibilitaram, como esperado uma imunizacdo neonatal
contra Pertussis e uma imunizacdo, de mesma eficacia que o
BCG, contra a infeccdo por Mycobacterium tuberculosis
(tuberculose), e como tal, consiste numa variante do BCG
tradicional.

OBJETIVOS DA INVENCAO

A vacina rBCG-S1PT desenvolvida no Instituto Butantan
apresentou o efeito técnico inesperado de provocar uma
resposta imune antitumural mais intensa quando comparada
com o BCG tradicional. Ou seja, a adigcdo de um dominio
imunogénico, como por exemplo, a subunidade ndo-tdxica S1
da toxina pertussis, que sabidamente ndo tem nenhuma

ligagdo com nenhum tipo de céncer, em uma cepa de BCG,
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provocou um aumento da resposta imune antitumoral de BCG.

Em vista do exposto, tem a presente invengao O
objetivo de prover um imunoterdpico que compreende uma cepa
de Mycobacterium bovis, Bacillus Calmette Guerin (BCG)
recombinante que codifica ao menos um antigeno de
Bordetella pertussis.

Em particular constitui um objetivo da presente
invencdo, prover um imunoterdpico que compreende uma cepa
de Mycobacterium bovis, Bacillus Calmette Guerin (BCG)
recombinante, auxotréfica para lisina ou outros amino
dcidos, complementada com o gene lysA ou outros, e que
contém outro gene que codifica um antigeno de Bordetella
pertussis, tal como, mas ndo limitado, a subunidade 1 da
toxina pertussis, S1PT.

Constitui um outro objetivo da presente invencéao
prover composigdes farmacéuticas que compreendem  ©sS
imunoterapicos descritos na presente invencdo.

Constitui um outro objetivo da presente invengcdo O uso
dos imunoterapicos descritos na presente invengdo para a

manufatura de medicamentos com acdo inflamatdéria e ativacgédo

inespecifica do sistema imune para uso no tratamento ou

prevengdo de cancer.

DEFINIGOES

No ambito deste pedido de patente sdo utilizadas por
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diversas vezes abreviaturas cujas definic¢des conforme
empregues neste pedido se encontram resumidas abaixo:
e BCG refere-se ao Mycobacterium bovis atenuado, bacilo
de Calmette-Guérin;
e BCG-lysA™ refere-se ao BCG auxotréfico para lisina;
e PT refere-se & toxina ©pertussis de Bordetella
pertussis; e
e S1PT refere-se a subunidade S1 da toxina pertussis de

Bordetella pertussis.

DESCRICAO DAS FIGURAS

As figuras a seguir fazem parte do presente relatdrio
e estdo aqui inclusas a fim de ilustrar determinados
aspectos da invengdo. O objeto da presente invencao pode
ser melhor entendido com referéncia a uma ou mais dessas
figuras, em combinacdo com a descrigdo detalhada da
modalidade preferida aqui apresentada.

A Figura 1 mostra o nivel de expressdo de S1PT em
ambos os vetores pNL71-S1PT e pNL71Sl-lysA-kan . Os
extratos totais de BCG e rBCG (30 pg) foram analisados por
Western blotting usando um anticorpo policlonal anti-PT,
sendo: 1)BCG; 2)rBCG-S1PT; 3 e 4) rBCG-lysA™-SllysA‘kan .

A Figura 2 mostra o peso médio das bexigas nos grupos

que receberam implante de células tumorais MB49 e foram
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tratados com imunoterapicos.

A Figura 3 mostra a expressdo génica relativa (GAPDH),
quantificada por Real Time PCR, dos padrdes de resposta
imune dos grupos. que receberam imunoterdpicos apdés o
implante intravesical tumoral.

A Figura 4 mostra a viabilidade das células tumorais
MB49 em co-cultura com esplenécitos de camundongos tratados
com BCG, rBCG-S1PT ou SF.

A Figura 5 mostra a sobrevida dos camundongos tratados
com BCG, rBCG-S1PT ou SF, apds implante intravesical de
células tumorais MB49.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

Descricdo dos imunoterapicos.

A presente 1invencdo refere-se a imunoterapicos que
compreendem uma cepa de Mycobacterium bovis, Dbacillus
Calmette Guerin (BCG), recombinante que codifica ao menos -
um antigeno de Bordetella pertussis.

Preferencialmente a cepa de Mycobacterium bovis,
Bacillus Calmette Guerin (BCG) recombinante é auxotrdfica
complementada.

Ainda mais preferencialmente a cepa de Mycobacterium
bovis, Bacillus Calmette Guerin (BCG) recombinante ¢é
auxotrdéfica para lisina e complementada com o gene lysA.

Preferencialmente o antigeno de Bordetella pertussis é
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a subunidade 1 da toxina pertussis, S1PT.

O 1imunoterapico da ©presente invencdo €& obtido
preferencialmente a partir de uma cepa de BCG, como
carreador para apresentacdo de uma ou mais antigenos de
organismos distintos, obtidos e <clonados em vetor de
expressdo em micobactéria e inserido em BCG recombinante
por meio de manipulagd&o genética.

Propriedades dos imunoterapicos.

Os imunoterédpicos da presente invengdo apresentam o
efeito técnico inesperado de provocar uma resposta imune
antitumural mais intensa quando comparado com o BCG
tradicional. Ou seja, adigcdo de um dominio imunogénico,
como por exemplo a subunidade ndo-téxica S1 da toxina
pertussis, que sabidamente n&o tem nenhuma 1ligagdo com
nenhum tipo de céncer, em uma cepa de BCG, provocou um
aumento da resposta imune antitumoral de BCG.

Em particular os imunoterdpicos da presente invengao
promoveram uma diminui¢do do volume tumoral em modelos
animais de tumor vesical.

Além disso, os imunoterdpicos da presente invencgao
levaram a um aumento significativo da expressdo de TNF-a em
relacdo ao grupo controle, fato este que sinaliza para uma
resposta polarizada do tipo Thl. Uma vez que o TNF-a &

relacionado como sinalizador da acdo pro-inflamatodria,
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caracterizando a fase aguda do processo inflamatodrio
desencadeado pelos bacilos, entdo os imunoterdpicos da
presente invencdo promovem a ativagcdo direta do sistema
imune.

Os imunoterdpicos da presente invengdo levaram também
a um aumento significativo de 1IL-10, uma interleucina
considerada essencial no direcionamento da resposta imune
para Th2 e/ou inibicdo para Thl. O IL-10, também, ¢&
importante para modulacdo negativa da resposta imunolédgica
de hipersensibilidade tardia (Asadullah, K., Sterry, W. and
Volk, H. D. Pharmacol Ver 2003;55:241-269). Por outro lado,
varios experimentos tém mostrado efeitos diversos em
relacdo ao IL-10 sobre a resposta 1imune ao cancer.
Dependendo do modelo experimental, o IL-10 parece favorecer
ou inibir a progressdo do tumor. Em neoplasia gastrica,
cbélon, linfoma, renal ha associagdo ao pior progndstico.
Também, IL-10 esta relacionado diretamente a inibig¢ao do
desenvolvimento de novos vasos sanguineos do  tumor
(Nadlerm, R. et al. Clin Exp Immunol 2003;131:206-216). No
entanto, conforme nossos resultados demonstraram que apesar
do aumento de IL-10 com o uso do rBCG-S1PT houve aumento
significativo da curva de sobrevida e redugdo do volume
tumoral, neste grupo de animais. Especula-se, entao, que

este aumento de IL-10 foi desencadeado na tentativa de
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contrabalancear a forte resposta do TNF-a. Sugerimos que o
IL-10 esteja participando de um mecanismo compensatdrio a
forte resposta ao TNF-a, sendo um fator 1limitante ao
processo inflamatério excessivo, impedindo seus efeitos
deletérios.

Além disso, o'ensaio de viabilidade celular demonstrou
que os esplenécitos dos camundongos tratados com o©s
imunoterdpicos da presente invencdo foram mais eficientes
na destruicdo das células tumorais. Sugerindo que as
citocinas secretadas pelo estimulo dos imunoterapicos da
presente invengdo com o sistema imune favoreceu uma maior
producdao de 1linfécitos BCG-ativados ou outras ceélulas
efetoras.

Em resumo, a terapia com os imunoterapicos
recombinantes da presente invengdo demonstrou beneficios
importantes e inesperados no tratamento de tumor vesical,
evidenciado pela diminuig¢do de ©peso da bexiga, que
indiretamente se relaciona com menor massa tumoral, e
aumento na sobre§ida dos camundongos, além de os
eplendcitos, dos animais testados exibirem maior
citotoxicidade a celulas MB49.

Finalmente podemos concluir que os imunoterapicos da
presente invengdo ao combinarem BCG e toxinas de outros

patdégenos, preferencialmente de Bordetella  pertussis
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gerando uma cepa de BCG recombinante, constituem um novo
imunoterapico, mais potente e eficaz que o BCG convencional
para o tratamento do céncer de bexiga.

Usos dos imunoterapicos.

Considerando as propriedades dos imunoterdpicos da
presente invencdo descritas acima, constitui um outro
aspecto desta inveng¢do, o uso dos imunoterapicos descritos
na presente invengdo para tratar ou prevenir cancer em
animais ou humanos.

Em particular, constitui um outro aspecto desta
invencdo, o uso dos imunoterapicos descritos na presente
invencdo para tratar ou prevenir céncer de bexiga em
animais ou humanos.

Dadas as possibilidades de aplicacdes terapéuticas dos
imunoterapicos descritos na presente invencgdo, constitui um
outro aspecto desta invencdo, o uso dos imunoterdpicos
descritos na presente invengdo para a manufatura de
medicamentos para uso no tratamento ou preveng¢do de cancer
em animais ou humanos.

Em particular, constitui um outro aspecto desta
invencdo, o uso dos imunoterdpicos descritos na presente
invencdo para a manufatura de medicamentos para uso no
tratamento ou prevencdo de cancer de bexiga em animais ou

humanos.
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Constitui ainda um outro objetivo da presente invencao
o uso dos imunoterdpicos descritos na presente invengao
para a manufatura de medicamentos com agido inflamatédria e
ativacdo inespecifica do sistema 1imune para uso no
tratamento ou prevengdo cancer.

Constitui ainda um outro objetivo da presente invengao
o uso dos imunoterdpicos descritos na presente invengao
para a manufatura de medicamentos de infus&o intravesical.

Constitui também um aspecto desta invengéao,
composicdes farmacéuticas que compreendem os imunoteréapicos
descritos na presente invengdo.

Mais especificamente constitui um outro aspecto desta
invencdo, composicdes farmacéuticas que compreendem O0s
imunoterdpicos descritos na presente invengao, e um
veiculo, excipiente, diluente ou solvente fisiologicamente
aceité&el.

Composigdes farmacéuticas que compreendem um ou mais
imunoterdpicos descritos na presente invengao, como
ingrediente ativo podem ser preparadas de acordo com
técnicas convencionais de combinacdo farmacéutica ([vide
Remington s Pharmaceutical Sciences, 18° Ed., Mack
Publishing Co., Easton, PA, EUA (1990)]. Tipicamente, uma
quantidade do ingrediente ativo sera misturada com um

excipiente farmaceuticamente aceitdvel. O excipiente pode
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ter uma grande variedade de férmulas dependendo da forma de
preparacdo desejada para administracgao, por exemplo,
intravenosa, oral ou parenteral. As composi¢gdes podem
conter também agentes estabilizantes, preservativos e
similares.

“Composicao farmacéutica” significa porgbes coerentes,
adequadas e fisicamente discretas para administracao
médica. "Composicdo farmacéutica na forma de dosagem uUnica"
significa wunidades fisicamente <coerentes, discretas e
apropriadas para a administragdo médica, cada uma contendo
uma dose didria ou mualtiplas ou um sub-multiplo de uma
dose diadria do composto ativo na associagdo com um
excipiente e/ou incluida dentro de uma cartela. Se a
composicdo contém uma dose diaria ou, por exemplo, a
metade, um terco ou um quarto da dose didria, a composigao
farmacéutica seré& administrada uma vez ou, por exemplo,
duas, trés ou quatro vezes por dia, respectivamente.

O termo "sal", como usado na presente inveng¢do, denota

os sais acidos e/ou basicos, formados com acidos e/ou bases

inorgédnicas ou organicas, preferivelmente sais béasicos. Os

sais destes compostos podem ser preparados por técnicas
conhecidas no estado da arte. Exemplos de sais
farmaceuticamente aceitéaveis incluem, mas nao sao

limitantes a, adicdo de sais inorgdnicos e organicos, tais
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como os hidrocloretos, sulfatos, nitratos ou fosfatos e
acetatos, trifluoroacetatos, propionatos, succinatos,
benzoatos, citratos, tartaratos, fumaratos, maleatos,
metano sulfonatos, isotionatos, teofilina acetatos,
salicilatos, respectivamente, ou similares. Sais de amdnio
alquil quaternario baixos, e similares também sao
apropriados.

Como usado na presente invengdo, o emprego do termo
"farmaceuticamente aceitavel" significa um sdélido né&o-
téxico, inerte, enchimento liguido semi-sélido, diluente,
encapsulamento do material, formulacdo auxiliar de qualquer
tipo, ou simplesmente um meio aquoso estéril, tal como
salina. Alguns exemplos dos materiais que podem servir como
veiculos farmaceuticamente aceitaveis sao acucares, tais
como lactose, glicose e sacarose, os amidos, tais como
amido de milho e o amido de batata, a celulose e o0s seus
derivados, tais como a carboximetil celulose de sédio, a
etil celulose e o acetato de celulose, ciclodextrina,
malte, gelatina, talco; excipientes, tais como ceras da
manteiga e do supositdério de cacau; o6leos, tais como 6leo
de amendoim, &leo de semente de algoddo, 6leo de girasol,
b6leo de gergelim, &éleo de oliva, d6leo de milho e Oleo de
semente de soja; glicdis, tais como propilenoglicol,

polidleos, tais como glicerinaglicol, sorbitol, manitol e
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de polietileno; ésteres, tais como o laurato etilico,
oleato etilico, &gar; agentes tamponantes, tais como o
hidréxido de aluminio e hidréxido de magnésio; acido
alginico; A&gua livre de pirogénio; salina isotédnica,
solucdo de Ringer; solugdes tampdes de &lcool etilico e
fosfato, assim como outras substéancias nao toéxicas
compativeis usadas em formulag¢des farmacéuticas.

Agentes umidificantes, emulsdes e lubrificantes, tais
como lauril sulfato de sédio e lauril estearato de
magnésio, assim como agentes corantes, agentes liberadores,
agentes de revestimento, adogantes, sabores artificiais e
agentes aromatizantes, preservativos e antioxidantes podem
também estar presentes na composigdo, de acordo com O
julgamento do formulador. Exemplos de antioxidantes
farmaceuticamente aceitaveis incluem, mas ndo sdo limitados
a, antioxidantes soluveis em 4agua tais como acido
ascoérbico, hidrocloreto de cisteina, bissulfeto dé sédio,
metabisulfeto de sdédio, sulfeto de soédio, e similares;
antioxidantes soluveis em Oleo, tais como ascorbil
palmitato, butilatohidroxianisol (BHA),
butilatohidroxitolueno (BHT) , lecitina, propil galato,
alfa-tocoferol e similares; e agentes quelantes tais como o
4dcido citrico, o &acido etilenodiamino tetraacético (EDTA),

sorbitol, &cido tartdrico, o acido fosférico e similares.
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Para a administracdo oral, os compostos podem ser
formulados em preparacdes soélidas ou liquidas tais como
capsulas, pilulas, comprimidos, pastilhas, melados, péds,
suspensdes ou emulsdes. Na preparacdo de composigdes na
forma de dosagem oral, alguns dos meios farmacéuticos
usuais podem ser empregados, como, por exemplo, a agua, oS
glicdis, os O6leos, os Aalcoois, sabores artificiais,
preservativos, corantes, suspensdes, e similares no caso de
preparacdes liquidas orais (como, por exemplo, as
suspensdes, os elixires e as solugdes); ou veiculos tais
como amidos, acucares, diluentes, agentes granuladores,
lubrificantes, pastas, agentes desintegrantes e similares
no caso de preparacdes orais sélidas (como, por exemplo, Os
pbés, as capsulas e os comprimidos). Por causa de sua
facilidade de administracao, comprimidos e cdpsulas
representam a forma mais vantajosa de administracdo oral de
dosagem unica, em que os excipientes farmacéuticos sélidos
sdo obviamente empregados. Se desejado, os comprimidos
podem ser revestidos de agucar ou revestidos de protetores
entéricos por técnicas padrdo. Os imunoterdpicos descritos
na presente invencdo podem estar encapsulados para torna-
los estdveis para passagem através do trato
gastrointestinal e ao mesmo tempo permitir a passagem

através da Dbarreira hemato-encefdlica como descrito no
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documento de patente WO 96/11698.

Para a administragdo parenteral, o composto pode ser
dissolvido em um veiculo farmacéutico e ser administrado
como uma solucdo ou uma suspensdo. Exemplos de veiculos
apropriados sdo agua, salina, solugbes de dextrose,
solugdes de frutose, etanol ou Oéleos de origem animal,
vegetal ou sintético. Outros veiculos podem também conter
outros ingredientes, por exemplo, preservativos, agentes
suspensores, agentes solubilizantes, tampdes e similares.

Quando os compostos forem administrados intratecalmente,

estes podem também ser dissolvidos no liquido
cerebroespinhal.

As composigdes farmacéuticas devem conter
aproximadamente 00,0001 a 99%, preferivelmente
aproximadamente 0,001 a 50%, mais preferivelmente

aproximadamente 0,01 a 10% do peso de um ou mais dos
imunoterdpicos descritos na presente invengdo para 0O peso
total da composicdo. Além de um ou mais dos imunoterapicos
descritos na presente invencgdo, as composigdes
farmacéuticas e os medicamentos podem também conter outros
compostos farmaceuticamente ativos. Quando usados em
conjunto com outros compostos farmaceuticamente ativos, os
imunoterapicos da presente invengdo podem ser oferecidos na

forma de coquetel de drogas. Um coquetel de drogas €& uma
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mistura de alguns compostos usados na presente invengao com
uma outra droga ou agente. Nesta incorporagdo, um veiculo
comum de administracdo (por exemplo, pilula, comprimido,
implante, bomba, solugdo injetavel, etc.) podera conter
ambos, a composicao atual em combinagdo com agentes
potenciadores suplementares. As drogas individuais .do
coquetel sao cada uma administrada em quantidades
terapeuticamente eficazes para alcancgar oS efeitos
desejados.

Uma variedade de vias de administracao dos
imunoterdpicos e das composig¢des farmacéuticas descritas na
presente invengdo estd disponivel. O modo particular
selecionado dependera do composto em particular
selecionado, da severidade do estado da doengca que esté
sendo tratada e a dosagem necessaria para eficacia
terapéutica. Os métodos da presente inveng¢do, geralmente,
podem ser praticados usando qualquer modo de administracao
biologicamente aceitavel, 1i.e. qualquer modalidade que
produzir niveis eficazes dos compostos ativos sem causar
efeitos adversos clinicamente indesejaveis. Tais modos de
administracdo incluem as vias oral, retal, sublingual,
tbépica, nasal, transdermal ou parenteral. O termo
"parenteral" inclui subcuténea, intravenosa, epidural,

irrigacgao, intramuscular, bombas de 1liberacao, ou de
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infusao.

Assim, a administracdo de um ou mais imunoterapicos
descritos na presente invengdo pode ser conseguida usando
todos os meios apropriados de oferta, incluindo: (a) bomba
(b} microencapsulamento (vide os documentos de patente
4,352,883; 4,353,888 e 5,084,350); (c) implantes de
polimero de liberacdoc continua (vide o documento de patente
US 4,883,666); (d) macroencapsulamento (vide os documentos
de patente US 5,284,761; 5,158,881; 4,976,859 e 4,968,733 e
os pedidos de patente W092/19195 e WO095/05452); (e)
enxertos celulares ndo capsulados no sistema nervoso
central (vide os documentos de patente US 5,082,670 e
5,618,531); (f) 1injecdo subcuténea, intravenosa, intra-
arterial, intramuscular, ou em outro local apropriado; ou
(g) administracdo oral em capsula, liquido, comprimido,
pilula ou formulacdo de liberagdo prolongada.

Preferencialmente as composicdes farmacéuficas da
presente invencéao sao infusodes para administracgdo
intravesical.

Umn ou mais imunoterdpicos descritos na presente
invencgéao sdo administrados preferivelmente em uma
quantidade terapeuticamente eficaz. Por uma "quantidade
terapeuticamente eficaz" ou simplesmente "uma quantidade

eficaz” de um composto ativo entende-se uma gquantidade
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média suficiente do imunoterdpico para tratar a doenga
desejada, mantendo uma razodvel proporgdo risco/beneficio
aplicavel a qualquer tratamento médico. A quantidade real
administrada, a taxa e o tempo de curso de administragao,
dependerdo da natureza e da severidade das condigdes que
estdo sendo tratadas. A prescrigdo do tratamento, por
exemplo, decisdes de dosagem, duragdo, etc., dependem do
acompanhamento da doengca a ser tratada, da condigédo
individual do paciente, da via e do método de
administracdo, e outros fatores tipicos de conhecimento dos
clinicos que estdo dentro das responsabilidades dos
clinicos gerais ou dos especialistas,

A dosagem pode ser ajustada apropriadamente para
conseguir niveis desejados do imunoterapico, localmente ou
sistemicamente.

EXEMPLOS

Para permitir uma melhor compreensdao da presente
invencdo e demonstrar claramente os avangos técnicos
obtidos sao agora apresentados como exemplos os resultados
dos diferentes ensaios efetuados com relagcdo a esta
invencéo.

No Exemplo 1 é descrita a obtengdo do imunoterépico
usado na presente inveng¢do. Nos demais Exemplos (2 a 5) sao

ilustradas as propriedades e o uso do imunoterapico da
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presente invencgao.

Estes Exemplos s3o apresentados a titulo meramente
ilustrativo e ndo devem ser de forma alguma considerados
como limitativos do Aambito e do alcance da presenfe
invencéo.

EXEMPLO 1: Obten¢do do imunoterapico rBCG-Pertussis
Este exemplo descreve a obtencao do
imunoterdpico rBCG-Pertussis (rBCG-S1PT).

a) Obtengdo da cepa de BCG auxotréfica para lisina
baseada na cepa de BCG Moreau, BCG-lysA': a cepa de BCG-
lysA™ ou BCG auxotréfica para lisina foi obfida por meio de
recombinacdo homéloga utilizando a técnica desenvolvida no
laboratério de Dr. William R. Jacobs, Jr (Albert Einstein
College of Medicine-NY-USA) (Patente US 5,750,384) e
colaboradores (Bardarov, S. et al. Microbiology 2002;148:
3007-3017). A recombinacdo homéloga foi realizada através
de um plasmideo ponte, o qual foi introduzido no BCG por
transfeccdo. Este plasmideo ¢é formado por uma unidade
plasmidial ligada ao genoma de um micobacteriéfago que teve
sequéncias nado essenciais de seu genoma retiradas para a
insercdo deste plasmideo. O plasmideo possui um cassete de
expressdo do gene de sacB e um marcador de resisténcia a
higromicina e ambos estdo flanqueados pelo mesmo sitio de

restrigao Van I, no qual serdo introduzidos duas



10

15

20

28

sequéncias, previamente amplificadas por PCR, uma a
esquerda (LEFT) e outra a direita (RIGHT) da sequéncia
génica que serd deletada através da recombinacdo homéloga.
A obtencdo da cepa BCG-lysA™, foi feita pela delecdo de 95
pares de base (pb) da sequéncia génica da descarboxilase
diaminopimelato lysA (DAP descarboxilase ou lysA), um gene
essencial na via Dbiosintética do aminocdcido lisina
(Pavelka, M. S. Jr. and Jacobs, W. R. Jr. ; J. Bacterial
1996;178:6496-6507). Os oligonucletideos utilizados para
amplificar a sequéncia LEFT foram a SEQ ID NO 1 e a SEQ ID
NO 2 e para amplificar a seqiéncia RIGHT foram a SEQ ID NO
3 e SEQ ID NO 4, os quais geraram fragmentos de 895 pb e
864 pb, respectivamente. Apdés a recombinacdo, o gene 1lysA
perdeu 96 pares de bases de sua sequéncia génica SEQ ID NO
5, tornando-se assim ndo funcional.

b) Obteng¢do do gene S1PT mutado de Bordetella
pertussis: foi desenvolvida uma forma detoxicada de toxina
pertussis (PT), onde alelos dos genes da PT foram
manipulados geneticamente para introduzir a substituigdo de
dois aminoacidos (Arg/9 por Lys, e Glu/129 por Gly) no
sitio ativo da subunidade S1 da toxina pertussis (S1PT).
Esse gene mutado (PT-9K/129G) foi introduzido no cromossomo
de uma cepa de Bordetella pertussis. Esta cepa produz

moléculas mutantes de PT que sdo atdxicas, mas mantém sua
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imunogenicidade, e que protegem camundongos de um desafio
intracerebral com uma cepa virulenta de Bordetella
pertussis (Pizza, M. et. al. Science 1989;246:497-500). O
gene da subunidade 1 da Toxina Pertussis mutado (PT-
9K/129G), foi clonado no plasmideo pUC-PT-9K/129G, e foi
cedido pelo Dr. Rino Rappuoli (Novartis, Siena, Italia).

c) Obtencdac do plasmideo ou vetor de expressdo de
micobactéria: o vetor de expressdo de micobactéria usado
para expressdo de S1PT em BCG recombinante ¢é denominado
pLA71 e foi desenvolvido no laboratério das Dras. Brigitte
Gicquel e Nathalie Winter (Unité de Genétique
Mycobactérienne, Instituto Pasteur, Paris, Franca) .
Sequéncia génica do plasmideo pLA71 e a SEQ ID NO 6.

Este vetor de expressdo é um plasmideo ponte gue
contém origem de replicacdo de E. coli e micobactéria, o
gene aminoglicosidio fosfotransferase, um marcador de

selecdo para kanamicina, e o promotor pBlaF*, um promotor
mutado da B-lactamase de M. fortuitum. O promotor pBlaF* &
seguido da seqiiéncia sinal de exportagdo do gene da B-

lactamase. O vetor pLA71 apresenta um inserto de 1384 pb

contendo o promotor pBlaF* mais a regido codificadora de 32
aminodcidos da seqiiéncia sinal de exportagdo da P-lactamase

e 5 aminoacidos da proteina madura, fundidos ao gene da
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fosfatase alcalina (phoA) (Tim, J. et al. Mol Microbiol
1994;12: 491-502).

d) Construgdo do vetor de expressido do gene S1PT em
BCG recombinante: o vetor de expressdo do gene S1PT em BCG
recombinante foi construido usando métodos convencionais de
biologia molecular. O gene S1PT foi amplificado por PCR a
partir do plasmideo pUC-9K/129G, wusando os seguintes
oligonucleotideos: N-terminal SEQ ID NO 7 (5" -
TAGTAGTCTAGAGGTACCGGACGACGATCCTCCCGCCACC-3"), contendo os
sitios de restricdo Xba I (negrito) e Kpn I (sublinhado) e

C-terminal SEQ ID NO 8 (5 -TAGTAGTCTAGAGCGGCCGCCTAGAAC

GAATACGCGATGCT-3"), contendo os sitios de restricgdo Xba I
(negrito) e Not I (sublinhado) (Bio-Synthesis, Inc.,
Lewisville, Tex.). O produto de PCR correspondente ao gene

S1PT-9K/129G foi gerado usando as seguintes condig¢des de
PCR: 94°C por 4 minutos; 25 ciclos de 94°C por 1 min, 50°C
por 1 min e 72°C por 30 s; e 4°C final. Esse produto de PCR
foi entdo digerido com Xba I e subclonado em pUCl9 (New
England Biolabs, Bervely, Mass) para se obter maior
quantidade de DNA. O plasmideo resultante, pUC19-S1PT-
9K/129G, foi posteriormente digerido com as enzimas de
restricdo Kpn I e Not I e entdo clonado no vetor de
expressdo pLA71l, que foi também previamente digerido com as

enzimas Kpn I e Not I, gerando assim o vetor de expressdo
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denominado de pLN71-S1PT conforme descrito em Nascimento,.
I. P. et al. Infect Immun. 2000;68: 4877-4883.

e) Clonagem do gene lysA no vetor pNL71-S1PT: para a
complementacdo da cepa BCG-lysA”, foi utilizado o gene de
lysA de Mycobaterium smegmatis. Este gene codifica a
proteina diaminopimelato carboxilase e é essencial na via
biosintética do aminodcido lisina (Pavelka, M. S. Jr. and
Jacobs, W. R. Jr. ; J. Bacterial 1996;178:6496-6507). Este
gene j& havia sido previamente clonado no plasmideo pJH137
e foi, gentilmente, cedido pelo Dr. William R. Jacobs, Jr
(Albert Eistein College of Medicine - NY-USA).

Sequéncia de 1lysA, incluindo a regido de ligagdo a
ribossomo (RBS) SEQ ID NO 9:

O plasmideo pNL71-S1PT foi digerido com a enzima Not I
e este sitio de restrigdo tornado coesivo por tratamento
com a enzima Klenow. Em seguida a sequéncia do gene lysA
contendo uma sequéncia RBS foi excisada do vetor pJH137
através das enzimas de restricdo Cla I e Pst I e ambas as
extremidades tornadas coesivas por tratamento com a enzima
Klenow. O fragmento gerado por esta digestdo foi entéo
clonado no vetor pNL71S1PT no sitio Not I coesivo, gerando
assim o vetor denominado pNL71S5S1-lysA.

Desta forma o gene lysA ficou sob o controle do mesmo

promotor pblaF*, responsdvel também pela expressdo do gene
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S1PT, caracterizando assim um sistema operon. O produto de
ligacdo desta construgdo foi selecionado em E. coli na
presencga de kanamicina e o plasmideo pNL71S1-1lysA
purificado. O gene de resisténcia a kanamicina foi retirado
através da digestdo de pNL71S1l-lysA com Nde I, cujos sitios
de restricdo flanqueiam a seqiiéncia do gene de resisténcia
a kanamicina e o plasmideo foi religado gerando pNL71S1-
lysA-kan .

Este plasmideo foi entdo usado para transformar a cepa
de Mycobacterium smegmatis auxotrdéfica para lisina
(Mycobacterium smegmatis-lysA™) (Gentilmente cedida por Dr.
William R. Jacobs, Jr). O plasmideo pNL71Sl-lysA-kan  foi
entdo purificado ‘a partir de M. smegmatis-lysA” usando um
Kit comercial para purificagcdo de DNA plasmidial (Mini-
prep-PROMEGA) e este usado para transformar uma cepa
auxotréfica, BCG-lysA™.

f) Preparagdo de lote estoque de BCG-lysA competente
a partir do obtido na etapa a) e da cepa de rBCG~-Pertussis
(auxotréfico/ complementado): para preparagdo de estoques
de BCG-lysA~ competente, uma ou mais coldénias de BCG-lysA’
foi cultivada em meio liquido Middlebrook 7H9 mais Tween-80
e suplementado com albumina-dextrose-catalase 10%
(MB7H9/Tw/ADC) mais lisina 10% até a fase exponencial.

Composicdo do meio Middlebrook 7HY9 de acordo com o
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fabricante (Difco-BD): Sulfato de Aménio, Acido L-
Glutamico, Citrato de Sédio, Piridoxina, Biotina, Di-
Fosfato de S6dio, Mono-fosfato de Potassio, Citrato de
Amdénio Férrico, Sulfato de Magnésio, Cloreto de Céalcio,
Sulfato de Zinco e Sulfato de Cobre. Em seguida, a cultura
foi sedimentada por centrifugacdo a 4000 rpm e lavada duas
vezes com glicerol 10% a 4 °c, sendo finalmente re-
suspendida em 5% do volume original com glicerol 10% e
armazenada a -70°C até ser transformada por eletroporagao
com o plasmideo pNL71Sl1-lysA-Kan . Para eletroporagao, uma

aliquota estoque de 50-200 pl de BCG-lysA™ competente foi

misturada com 1-5 ug de pNL71Sl-lysA-kan”, em cubetas de
eletroporacdo de 2 mm e esta submetida a pulsagbes de 2,5
kv, 25 upuF e 1000 Q, num eletroporador de pulsacgédo
(GenePulser, BioRad, Hemel Hempstead, UK) . Apds
eletroporacdo, o conteudo das cubetas foi recuperado em 5
ml de meio (MB7H9/Tw/ADC) sem antibidético e incubado a 37°C
por 20 h antes de ser semeado em meio sdélido Middlebrook
TH10 (Difco) suplementado com 4cido oléico-albumina-
dextrose-catalase 10% (MB7H9/OADC). Composigdo aproximada do
meio sbé6lido Middlebrook 7H10 de acordo com o fabricante
(Difco-BD): Sulfato de Aménio, Mono-fosfato de Potéassio,

Bi-Fosfato de Potéassio, Citrato de Sédio, Sulfato de
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Magnésio, Cloreto de Calcio, Sulfato de Zinco, Sulfato de
Cobre Acido L-Glutamico, Citrato de Amdénio Férrico,
Hidrocloreto de Piridoxina, Biotina, Verde de Malaquita e
Agar.

Ap6és introducdo de pNL71Sl-lysA-kan” em BCG-lysA, oOs
transformantes foram selecionados em placas contendo meio
(MB7H10/0ADC) na auséncia de kanamicina. As coldénias de
rBCG selecionadas foram entdo transferidas para 5 mL de
meio de «cultura MB7H9/Tw/ADC (sem lisina), com e sem
kanamicina, para confirmar a complementacdo do gene de
lisina e a perda de resisténcia a kanamicina. Todas as
colédnias selecionadas cresceram apenas na auséncia de
kanamicina, confirmando assim o seu fendtipo lysA”+/kanU
cepa esta que passou a ser chamada de rBCG-Pertussis.

g) Preparagdo dos lotes de rBCG-Pertussis: Em seguida
os clones desta cepa foram expandidos para 50 mL de meio
liquido MB7H9/Tw/ADC ou em gqualquer meio descrito para
cultivo de micobactérias. BApdés 2-3 semanas, quando o
cultivo atinge DOsg0 0,6-0,8, as amostras foram
centrifugadas, lavadas duas vezes com H,0 miliQ,

resuspendidas em 1 mL de glicerol 10% e aliquotadas em
volume de 100 pl e entdo armazenadas a -70°C, para

posterior utilizac¢do nos ensaios de imunizacgao.

h) Avaliagao dos Lotes de rBCG-Pertussis: a
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viabilidade dos lotes de rBCG-Pertussis foi avaliada por
meio de contagem do numero de unidade formadora de coldnia
(UFC). O numero de UFC foi determinado como segue: uma ou
mais aliquotas do lote congelado a -70°C foram
descongeladas e realizadas varias diluigdes sucessivas
(1x102, 1x10%, 1x10° e 1x10°%) . Em seguida as diluigdes 1x10°
e 1x10° foram plaqueadas em meio MB7H10/0ADC e incubadas a
37° c. Apbés 3-4 semanas fez-se a contagem do numero de
coldénias na placa.

Para verificacdo da expressdo do gene S1PT, foi
utilizado um imunoensaio (Western blotting) usando um soro
policlonal anti-PT, procedendo-se da seguinte maneira: uma
ou mais aliquotas estoques de rBCG-pertussis  foram
sonicadas por 1,5 min sob gelo numa amplitude constante
correspondente a metade do valor maximo (Soniprep 150 MSE,
UK) e centrifugadas para precipitagdo de sdélidos. Os
sobrenadantes foram recuperados e a concentragdaoc de
proteinas dosada usando o kit BIO-RAD Protein Assay (Bio-
Rad), wutilizando albumina bovina como padréo.A Amostras
contendo 30 pg de proteinas foram aplicadas em gel de
poliacrilamida 10% em presenca de duodecil sulfato de sddio
(SDS-PAGE 10 %). A eletroforese foi realizada a temperatura
ambiente a 120 V até o corante atingir o final do gel. Apéds

eletroforese, as proteinas foram transferidas para membrana
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de nitrocelulose com poros de 0,2 um (Protran), utilizando-
se um sistema de transferéncia semi-seco. Os géis contendo
rBCG-Pertussis e rBCG-pNL71-S1PT, como controle positivo,
foram colados sob as membranas de nitrocelulose,
mergulhados em tampdo de transferéncia (Tris 0,25 M, pH
8,3, glicina 0,129 M e metanol 20 %) e colocados entre
cinco folhas de filtro também embebidos no mesmo tampado. O
conjunto foi colocado entre duas placas e submetido a uma
corrente de 120 mA por 1,5 h a temperatura ambiente. Ao
final da eletrotransferéncia, as membranas foram retiradas
do sistema e incubadas em solugdo bloqueadora (PBS contendo
leite 5% - PBS-L) a 4 °C, durante toda noite. Ao término do
bloqueio, as membranas foram incubadas a temperatura
ambiente por 2 h com soro anti-PT diluidos em PBS-L
(diluicdo 1:1000). Apds este periodo de incubagao as
membranas de nitrocelulose foram lavadas trés vezes, sob
leve agitacdo, com PBS/Tween20 0,1% (PBS-T), em intervalos
de 10 min. As membranas foram entdo incubadas por 2 h nas
mesmas condicdes em PBS-L contendo anticorpo anti-IgG
conjugado a HRP (Sigma, Chem Co, St. Luis) e novamente
lavadas 3 vezes com PBS-T. A revelagdo foi feita por
quimiluminescéncia usando o kit ECL (Amersham) por
exposicdo a filme de raios-X (Figura 1).

Em resumo, na producdo do imunoterapico de rBCG-
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Pertussis prevalece a utilizacdo dos mesmos métodos de
cultivo da vacina BCG, resultando num produto composto por
uma cepa de BCG recombinante expressando um antigeno de
Bordetella pertussis e o gene de complementacao lysA, ambos
sob o controle do mesmo promotor, O que mantera a pressao
seletiva para a manutencdo da expressdo heterdloga.

EXEMPLO 2: Desenvolvimento do modelo animal de tumor
vesical.

Foram utilizados camundongos da linhagem C57BL/6 (Mus
musculus, Rodentia, Mammalia), fémeas, adultas, pesando
entre 15 e 18 gramas, com 8 a 10 semanas de vida,
provenientes e mantidos nas condig¢des padrdes do Biotério
Central da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao
Paulo.

Utilizou-se a linhagem de células de tumor urotelial
de bexiga MB49 de camundongo C57BL/6 (doadas pelo Dr. Yi
Lou - Universidade de Iowa, EUA), a qual foi cultivada em
meio RPMI 1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino, 2
mmol/L L-glutamina, 50 U/mL penicilina, e 0,05 mg/mL
estreptomicina (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO) em
estufa a 37 °C e 5% CO,. A suspensdo celular de MB49,
corada com azul de trypan, foi quantificada em camara de
Neubauer ao microscédépio, e somente, suspensdes com no

minimo de 90% de células vidveis foram wusadas para
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implantacdo tumoral na bexiga.
A implantacdo das células tumorais seguiu o método
descrito por Kadhim, S. A. et al. (J Urol. 1997

Aug;158(2) :646-52), com pequenas modificagdes descritas a

seguir. Os camundongos foram anestesiados através da
injecdo intraperitoneal (I.P.) de 100 pL de uma solugédo
composta por 1,5 mg de ketamina (Dopalen - Agribrands do
Brasil - Paulinia / SP) e 0,1 mg de xilazina ([Anasedam -
Agribrands do Brasil - Paulinia/SP (GORSKA 2000)]. Em

seguida, os animais foram submetidos a cateterizagado
transuretral, com cateter de polietileno 24-gauge sem
agulha. A seguir, procedeu-se a lesdo quimica do epitélio
vesical com 0,3 M de nitrato de prata (AgNO3), seguido de
lavagem com soro fisioldégico 0,9% (SF) e instilagéo
intravesical de 0,1 mL de suspensdo de células MB49 (5 x
10°> células/camundongo) .

Os animais foram acompanhados por gquatro semanas,
apdés este periodo todos foram sacrificados por deslocamento
cervical, tendo a sua bexiga retirada para exame
macroscopico de comprovacdo da preseng¢a de massa tumoral. A
taxa de 90% de implantacdo tumoral das células MB49, obtida
em nosso estudo, foi compativel com os relatos apresentados
na literatura, onde os valores variam de 75 a 100% (Bohle,

A., Brandau, S. J Urol 2003,;170:964-969). A anélise
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anatomo-patolégica confirmou o diagndéstico de carcinoma
urotelial infiltrativo, o que, também corroborou com a
confirmacdo do estabelecimento deste modelo de cancer
vesical. O aspecto macroscdpico dos tumores foi semelhante
entre os varios animais. Os animais em que ndo foi
evidenciado tumor através da analise anatomo-patoldgica
e/ou macroscdpica foram excluidos dos experimentos
subseqiientes

EXEMPLO 3: Tratamento dos modelos animais de tumor vesical
com imunoterapicos.

Procedeu-se conforme descrito no Exemplo 2, porém apds
a 1implantagdo das células tumorais, iniciou-se, no dia
seguinte, o tratamento com os imunoterépicoslde interesse.
No 1° dia, os camundongos (n=60) foram transportados e
confinados no Dbiotério nivel dois de Bioseguranga do
Laboratério de Biotecnologia IV do Instituto Butantan, onde
procedemos a instilacgdo intravesical dos imunoterapicos.

Os animais foram divididos em trés grupos (n=20):

° Grupo BCG: animais tratados com 0,1 mL de
suspensao de BCG [1x10° cfu/camundongo suspenéas em SOoro
fisioldgico (SF)]:

° Grupo rBCG-S1PT: animais tratados com 0,1 mL de
suspensao de rBCG-S1PT (1x10° cfu/camundongo suspensas em

SF);
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° Grupo Controle: animais tratados com 0,1 mL de
SF.

Para tal procedimento, os animais foram novamente
anestesiados e tiveram a uretra cateterizada, como descrito
no Exemplo 2. Os tratamentos propostos para cada grupo
foram realizados através de uma aplicagcdo por semana, nos
dias 1, 8, 15, 22, totalizando 4 aplicagdes. No 29° dia, os
camundongos foram sacrificados e as bexigas retiradas
(cistectomia), pesadas em balanca analitica de precisao,
congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas em freezer -
80 °C. O baco, usado para obtencdo dos esplendcitos, foi
removido e mantido em placa de petri contendo meio de
cultura RPMI1640 a 4 °C.

a)Peso das Bexigas: a avaliagdo dos pesos (mg) das
bexigas, retiradas dos animais deste ensaio, mostrou
diferencas estatisticamente significativas entre os grupos
tratados com BCG e rBCG-S1PT em relagdo ao grupo controle
(SF) (Figura 2). Utilizou-se o teste One-way Analysis of
Variance (p<0.01) para analisar a diferenca dos pesos
vesicais entre os varios grupos e o teste Student-Newman-
Keuls para a andlise par a par, apdés os dados serem

convertidos na escala logaritimica. A média do peso (mg) do

grupo controle foi de 2304110 mg, do grupo BCG foi de



10

15

20

41

137487 mg e do grupo RBCG-S1PT foi de 93+%50 mg. Foi
considerado um valor de p<0.05 para andlise estatistica
significante. Os valores foram obtidos de trés experimentos
realizados independentemente. Ou seja, o grupo que recebeu
solucdo salina foi o que apresentou maiores pesos vesicais,
e conseqlientemente o maior volume tumoral. Enquanto o grupo
tratado com rBCG-S1PT mostrou os menores pesos vesicails, ©
que corresponde a um retardo maior no crescimento tumoral
no grupo tratado com rBCG-S1PT em comparagdo com O Jgrupo
controle.

c) Padrdes de Resposta Imune Thl/Th2: os padrdes de
resposta imune Thl/Th2 dos grupos tratados com SF, BCG e
rBCG-S1PT foram analisados pela técnica de reagdo em cadeia
da polimerase em tempo real (RT-PCR). Inicialmente, Os
fragmentos vesicais congelados em nitrogénio liquido foram
processados para a extragdo de RNA total (RNAt) pela
técnica do Trizol® de acordo com instrugdes do fabricante
(GIBCO/BRL Life Technologies, Inc.). Em seguida, as
amostras de RNAt foram purificadas em colunas de silica
RNeasy seguindo-se as recomendag¢des do fabricante (QIAGEN).
A quantidade (ODazeomm X 20) e a pureza (ODazeonm/ODazsonm) doO
RNA extraido foi verificada através de espectrofotometria.
Em seguida, 1lpg do RNAt foi convertido em DNA complementar

(cDNA) através de reacdo de transcriptase reversa, usando-
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se: a enzima Superscript™ II1 (Life Technologies),
iniciadores o0ligo-dT e termociclador (MJ Research PTC-200
Thermocycler, Watertown, MA, USA). Posteriormente, o0s cDNA
de cada uma das amostras foram amplificados‘ usando-se
iniciadores apropriados para os seguintes genes IL-2, IL-5,
IL-12p40, iNOS, TGF-B, TNF-o, INF-y, IL-10 e IL-6. Neste
ensaio foi wutilizada a solucdo Universal PCR MasterMix
(Applied Biosystems Inc -USA) e o equipamento de 7500 Fast
Real-Time PCR (Applied Biosystems), de acordo com O
protocolo de quantificagdo baseado no SYBR Green (Applied
Biosystems) . Todas as reagdes foram realizadas em
triplicatas. Os resultados de expressao dos genes
analisados foram normalizados pela expressdo do gene
constitutivo GAPDH usando iniciadores definidos por
Overbergh, em 1999 (Overbergh L, Valckx D, Waer M, Mathieu
C (1999) Quantification of murine cytokine mRNAs using real
time quantitative reverse transcriptase PCR. Cytokine
11:305-312).

Nos grupos tratados com imunoterapicos observou-se um
aumento significativo da expressdo de TNF-a em relagdo ao
grupo controle, sendo que no grupo tratado com rBCG-S1PT
esta resposta foi mais intensa. Fato este, que sinaliza
para uma resposta polarizada do tipo Thl. Quando analisamos

as interleucinas relacionadas ao padrdo de resposta Th2,
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observou-se uma aumento significativo de expressdo de IL-10
no grupo tratado com rBCG-S1PT (Figura 3). E importante
salientar que em ensaios experimentais com a linhagem de
células tumorais MB49 detectou-se que estas ndo produzem
I1L-10, logo os niveis quantificados sdo provenientes da
resposta local da bexiga dos camundongos testados.

c) Ensaio de viabilidade co-cultura esplenécito -
célula tumoral MB49: inicialmente, as células tumorais MB49
foram cultivadas em meio de cultura contendo RPMI 1640

(GIBCO Life Technologies), penicilina (100 U/ml),

Q

estreptomicina (100 pg /ml) e 10% de soro bovino fetal,
sendo mantidas em incubadora a 37 °C com atmosfera de CO; a
5%. Apds as células atingirem confluéncia foram
tripsinizadas, contadas em camara de Neubauer e tiveram sua
viabilidade avaliada através da coloragao de azul de
Trypan. Procedeu-se, entdo, diluigdao celular, com RPMI
1640, na concentracdo de 1x10°> células/ mL, seguida de
semeadura em placa de cultura celular de 48 pogos e
incubadas por 24 horas.

Os bagos que foram removidos dos camundongos tratados
foram macerados e passados por peneiras com porosidade de
70 um (Cell strainer-BD Falcon, Bedford, MA) . Os
esplenécitos, assim obtidos, de cada grupo (SF, BCG e rBCG-

S1PT) foram lavados duas vezes em PBS e colocado em co-
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cultura, amostras em triplicata, com as células MB49 nas

proporgdes de 10:1 e 50:1 por 18 horas.

Quantificou-se, entdo a viabilidade das células MB49
utilizando-se o ensaio de citotoxidade com Alamar Blue®
(Biosource, Carlsbad, CA), conforme orientacdes do
fabricante, onde metade do volume do meio da co-cultura foi
substituido por novo RPMI 1640 contendo 20% de Alamar

Blue®, e mantido em incubacdo por 4 horas. A seguir, O

nivel de reducdo da solucdo foi medido (OD570- 600 nm) em
leitor monocromador de microplacas da SpectraMax 340PC
(Molecular Devices - USA).

Como controles internos do ensaio, foram utilizadas
culturas de esplendécitos de cada um dos grupos em estudo,
células MB49 vivas e mortas. Como parédmetro de viabilidade
0% (morte) foi adicionado o detergente triton X 100 nas
células MB49 na concentracgdo final de 1%.

A viabilidade das células MB49 foi calculada baseada
na seguinte equacgdo: Viabilidade=(MBSp - Sp - MBp) / (MBy -
MBp) gquando MBSp= OD (570- 600 mnm) de MB49 + pogo
esplendécitos co-cultura, MBy= OD (570- 600 mm) do pogo da

MB49 viva em cultura simples, MBp= OD (570- 600 nm) do pogo

de MB49 morta e Sp= OD (570~ 600 mm) do pogo de cultura de

esplendécitos.
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A andlise de citotoxicidade com a linhagem celular
MB49 apds 18h de co-cultura com esplendcitos de camundongos
tratados com doses semanais de BCG, rBCG-S1PT ou SF,
durante quatro semanas, evidenciou menor viabilidade das
células tumorais frente ao rBCG-S1PT, nas duas proporc¢des
testadas (1:10 e 1:50). O teste estatistico utilizado foi
andlise de variancia (p<0,05) (Figura 4).

O ensaio de viabilidade celular demonstrou gque oOs
esplenécitos dos camundongos tratados com rBCG-S1PT foram
mais eficientes na destruicdo das células tumorais.

EXEMPLO 4: Ensaio de sobrevida

Procedeu-se como descrito no Exemplo 3, porém, os
animais ndo foram sacrificados e, sim, acompanhados por 60
dias e, diariamente, os mortos de cada grupo iam sendo
contabilizados. A quantidade de células tumorais MB49,
também diferiu neste experimento implantou-se 1x 10° por
camundongo.

A curva de sobrevida individual dos animais com tumor
vesical demonstrou diferenca significativa entre o grupo

tratado com rBCG-S1PT e os demais (Figura 5).
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REIVINDICACOES

1. Imunoterapico caracterizado pelo fato de
compreender uma cepa de Mycobacterium bovis, bacillus
Calmette Guerin (BCG), recombinante que codifica ao menos
um antigeno de Bordetella pertussis.

2. Imunoterapico, de acordo com a reivindicag¢ao 1,
caracterizado pelo fato da cepa de Mycobacterium bovis,
Bacillus Calmette Guerin (BCG) recombinante ser
auxotréfica complementada.

3. Imunoterépico, de acordo com gqualquer uma das
reivindicacdes 1 ou 2, caracterizado pelo fato da cepa de
Mycobacterium bovis, Bacillus Calmette Guerin (BCG)
recombinante ser auxotréfica para lisina, complementada com
0 gene lysA.

4. Imunoterdpico, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 1 a 3, caracterizado pelo fato de o antigeno
de Bordetella pertussis ser a subunidade 1 da toxina
pertussis, S1PT.

5. Composicdo farmacéutica caracterizada pelo fato de
compreender um agente imunoterdpico como definido em
qualquer uma das reivindicacgdes 1 a 4, e um ou mais dentre
um veiculo, excipiente, diluente ou solvente
fisiologicamente aceitaveis.

6. Composigdo farmacéutica, de acordo com a



10

15

20

reivindicacdo 5, caracterizada pelo fato de ser uma

infusao.
7. Composicgao farmacéutica, de acordo com a

reivindicagdo 6, caracteri;ada pelo fato de a infusdo ser
para administracgdo intravesical.

8. Uso de um imunoterdpico, como definido em qualquer
uma das reivindicagdes 1 a 4, caracterizado pelo fato de
gue é para aAmanufatura de um medicamento.

9. Uso de acordo com a reivindicagéo 8,.caracterizadb
pelo fato de que é para a manufatura de um medicamento com
acdo inflamatdéria e ativacdo inespecifica do sistema imune.

10. Uso de acordo com a reivindicacdo 9, caracterizado
pelo fato de que é para a manufatura de um medicamento para
uso no trafamento ou prevengao de cancer.

11. " Uso. de. acordo com a reivindicacao 10,
caracteri;édo pelo fato de que é para a manufatura de um
medicameﬁto para uso no tratamento ou prevengdo de cancer
de bexiga.:

12. ‘Uso | de‘-’acd;do Vcom a. - reivindicacéao All,
caracterizado'peio fato‘de'que é para a manufatura de um

medicamento de infusdo intravesical.
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AEOUYE O

Resumo da Patente de Invengdo para: “IMUNOTERAPICO,
COMPOSIGAO FARMACEUTICA E USO DE IMUNOTERAPICO PARA
MANUFATURA DE MEDICAMEN*O PARA USO NO TRATAMENTO DE
CANCER” .

A presente invengido refere-se a um imunoteréapico que
compreende uma cepa de Mycobacterium bovis, Bacillus
Calmette Guerin (BCG) recombinante que codifica ao menos um
antigeno de Bordetella pertussis.

A presente invencdo refere-se também a composicdes
farmacéuticas que compreendem os imunoterapicos descritos
na presente invengao.

A presente invengdo refere-se ainda ao uso dos
imunoterdpicos descritos na presente invengdo para a
manufatura de medicamentos com agdo inflamatéria e ativacdo
inespecifica do sistema imune para uso no tratamento ou

prevencdo de céncer.
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