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A INVENCAO DIZ RESPEITO A CONFORMEROS DE ADESINA BACTERIANA, ISOLADOS OU
PURIFICADOS, DE PREFERENCIA COM MELHOR ESTABILIDADE E/OU IMUNOGENICIDADE. DE
ACORDO COM UM ASPECTO PREFERENCIAL, A INVENCAO DIZ RESPEITO A UM CONFORMERO
F ISOLADO DE ADESINA BACTERIANA. A INVENCAO PROPORCIONA TAMBEM PROCESSOS
PARA ISOLAR E/OU SEPARAR TAIS CONFORMEROS DE ADESINA. AS COMPOSICOES PODEM
CONTER UM OU VARIOS POLIPEPTIDOS IMUNOGENICOS, QUER POR SI SOS QUER
CONJUNTAMENTE COM OUTROS COMPONENTES ANTIGENICOS. POR EXEMPLO, OS
POLIPEPTIDOS IMUNOGENICOS PODEM SER COMBINADOS COM OUTROS ANTIGENIOS
BACTERIANOS PARA PROPORCIONAREM COMPOSICOES TERAPEUTICAS COM ESPECTRO DE
APLICACAO MAIS AMPLO.



RESUMO

"CONFORMEROS DE ADESINAS BACTERIANAS"

A invengdao diz respeito a conférmeros de adesina
bacteriana, isolados ou purificados, de preferéncia com
melhor estabilidade e/ou imunogenicidade. De acordo com um
aspecto preferencial, a 1nvengao diz —respeito a um
conférmero F  isolado de adesina bacteriana. A invencéao
proporciona também processos para isolar e/ou separar tais
conférmeros de adesina. As composigbes podem conter um ou
varios polipéptidos imunogénicos, quer por si sdés quer
conjuntamente com outros componentes antigénicos. Por
exemplo, os polipéptidos imunogénicos podem ser combinados
com outros antigénios bacterianos para proporcionarem
composigbes terapéuticas com espectro de aplicagao mais

amplo.
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DESCRICAO

"CONFORMEROS DE ADESINAS BACTERIANAS"

CAMPO DA INVENGAO

A presente invengao diz respeito a confdrmeros de
adesinas bacterianas isoladas ou purificadas, de
preferéncia com melhor estabilidade e/ou imunogenicidade.
De acordo com um aspecto preferencial, a invencgao diz
respeito a um conférmero F de uma adesina bacteriana

isolada, em que a adesina bacteriana isolada é a GB580.

ANTECEDENTES DA INVENQAO

As proteinas sao polimeros bioldgicos que se dobram em

estruturas tridimensionais complexas. A hierarquia cléssica

da estrutura das proteinas tem quatro niveis,
designadamente: (i) a estrutura primaria - a sequéncia de
aminodcidos que constituem a proteina, (ii) a estrutura
secundaria - a estrutura tridimensional local do esqueleto

peptidico que pode compreender hélices «, folhas P, hélices
310 € hélices II, (i1ii) a estrutura tercidria - a estrutura
tridimensional global de toda a proteina ou de uma

subunidade proteica (sito ¢é, todos os atomos) e (iv) a

estrutura quaternaria - a relagado tridimensional de
subunidades ou proteinas num complexo proteico. Cada
proteina pode existir em conformagdes maltiplas (ou

"conférmeros™), consoante as condigdes locais, podendo co-
existir em equilibrio multiplos conférmeros. O exemplo mais

simples de confdérmeros proteicos sdao as conformagdes



dobradas e desdobradas de uma proteina. H& inumeras

proteinas com conformagdes multiplas dobradas. Por exemplo,

a tubulina o e a tubulina P s&o subunidades que podem
polimerizar para formarem microttbulos. Tal polimerizacéao
modifica a estrutura quaternaria da tubulina e representa,
consequentemente, um confdérmero alternativo de tubulina.
Além disso, ha determinadas proteinas que tém conformacdes
com diferentes estruturas secundarias, tais como
determinadas proteinas amildides que se convertem de

proteinas soluveis, com uma estrutura secundaria

predominantemente helicoidal o, em fibrilhas compridas e
insoluveis com uma estrutura secundaria predominantemente
em folha .

Ao fazer-se a purificacao de proteinas provenientes de
um organismo hospedeiro, é normalmente dificil separar os
diferentes confdérmeros de uma proteina, uma vez que as
propriedades fisicas dos diferentes confdérmeros sao
bastante semelhantes. Quando se procura resolver o problema
da expressao de proteinas heterdlogas, isso pode ser
exacerbado pelo facto de ao organismo heterdlogo lhe
faltarem as necessarias chaperoninas que ajudam a fazer o
dobramento, enzimas que modifiquem a proteina apds a
tradugcao e outros co-factores que ajudem a fazer a
interconversao entre confdrmeros, tais como cinases due
acrescentam grupos fosfato a proteina, de modo a que esta
passe de uma forma inactiva para uma forma activa ou vice-
versa. Os problemas potenciais existentes sao o dobramento
incorrecto, a instabilidade, a insolubilidade (formagao dos
chamados corpos de inclusao) e inaptidao para a geragao de
determinados conférmeros sem co-expressao de co-factores.

Mesmo no caso em gque o organismo heterdlogo consegue



expressar o) confdérmero relevante, também podem ser
expressos outros confdrmeros, o dque faz com dgue seja
dificil fazer a separagao do confdérmero relevante, dadas as
propriedades biofisicas semelhantes.

A conformacao das proteinas é particularmente

importante para a producao de proteinas terapéuticas e de

proteinas como componentes de vacinas. Na produgao
industrial, recentemente implementada, de proteinas
terapéuticas elegiveis ou de vacinas recombinantes

elegiveis, com elevada produtividade e elevado rendimento,
sdo agora vulgarmente utilizados sistemas de expressao a
base de E. coli. As vantagens principais destes sistemas
sao a velocidade, a simplicidade e o Dbaixo custo de
produgao de proteinas recombinantes, mais o conhecimento
exaustivo dos processos celulares basicos deste
microrganismo hospedeiro. Este Thospedeiro permite uma
manipulacdao facil da expressao proteica e proporciona a
possibilidade de interferéncia operacional para melhorar o
rendimento e a qualidade das proteinas que irao ser
expressas. Mais ainda, apesar da similaridade geral da
biosintese proteica para todas as espécies vivas, a estirpe
E. coli nado é um hospedeiro universal gue consiga produzir
grandes quantidades de todas as proteinas derivadas de
outras espécies, devido as diferencas entre as maguinarias
traduccionais e/ou pds-traduccionais que conseguem afectar
as conformagdes proteicas produzidas, conforme explicitado
anteriormente.

As dificuldades na expressao e na purificagao de
proteinas em conformagdes desejadas sao particularmente
importantes no caso das proteinas destinadas a serem

utilizadas como componentes de vacinas. A antigenicidade de



uma proteina nao depende necessariamente da estrutura
tridimensional dessa proteina, por exemplo, gquando sao
encontradas porg¢des antigénicas de uma proteina numa regiao
fechada que nao dependa da estrutura tridimensional geral
ou quando a antigenicidade relevante depende da
apresentacao de fragmentos peptidicos por moléculas do MHC.
No entanto, em alguns casos, as propriedades antigénicas de
um antigénio dependem da forma tridimensional gue possa ser
encontrada em apenas uma conformagdao ou num numero limitado
de conformagdes da proteina. Assim sendo, para se maximizar
a antigenicidade de tais componentes proteicos de vacinas,
é pois necessario identificar a conformagdo ou as
conformagdes que sejam mais antigénicas e determinar
protocolos para purificar ou isolar preparagdes de
proteinas enriquecidas com a conformagao ou as conformagdes
desejadas.

Para o desenvolvimento de wuma vacina considera-se
particularmente preferivel a classe de antigénios
representada pela classe de adesinas. As adesinas sao um
grupo de antigénios expostos a superficie, implicados na
adesao e colonizagao de tecidos hospedeiros.

As requerentes identificaram anteriormente locais de
ilhas de adesinas num genoma de Streptococcus agalactiae
("GBS"). Os polipéptidos codificados por estes locais sao
Utels em composigdes para o tratamento ou para a prevencgao
de uma infecgao com GBS. Foram identificadas sequéncias
semelhantes em outras bactérias gram-positivas, as dquais
podem ser utilizadas em composigdes imunogénicas para o
tratamento ou para a prevencao de uma 1infecgao com
bactérias gram-positivas. As proteinas identificadas na

superficie das ilhas de adesinas apresentam-se normalmente



montadas em estruturas poliméricas de elevado peso
molecular, tais como os pili. Demonstrou-se que a GBS 80,
uma das adesinas identificadas no microrganismo GBS, &
altamente protectora, em estudos imunoldgicos.

Nos Ultimos 20 anos o GBS foi a causa principal de
sépsis e meningite neonatal, afectando entre 0,5-3 criancas
por cada 1000 nados-vivos, e é uma causa Iimportante de
morbidade entre o grupo de idade mais avancada, afectando
entre 5-8 por cada 100 000 pessoas. As estratégias actuais
de combate a doenca assentam na administracgao de
antibidéticos intraparto e na monitorizagao neonatal, o que
permitiu reduzir os casos de mortalidade neonatal desde
mais de 50% por volta de 1970 para menos de 10% por volta
de 1990. No entanto, continua a haver uma morbidade e uma
mortalidade consideraveis e o combate a esta doenga é
dispendioso. Entre 15-35% das mulheres gravidas sao
portadoras assintomaticas, havendo o risco elevado de
transmitirem a doenga aos seus bebés. 0O risco de infeccgao
neonatal estda associado a uma quantidade diminuta de
anticorpos maternos especificos do serotipo, admitindo-se
que concentracgdes elevadas sejam protectoras. Além disso, a
doenga invasiva provocada por GBS tem vindo a @ser
identificada com maior frequéncia em adultos idosos com
doengas subjacentes, tais como diabetes e cancro.

A letra "B" em "GBS" refere-se a classificagao de
Lancefield que se baseia na antigenicidade de um hidrato de
carbono que seja soluvel num acido diluido, ao qual se
chama hidrato de carbono C. Lancefield identificou 13 tipos
de hidratos de carbono C designados pelas letras de A a O,
que podem ser serologicamente diferenciados; os organismos

que mais frequentemente infectam os seres humanos s&do os



dos grupos A, B, D e G. As estirpes do grupo B podem ser
divididas pelo menos em 9 serotipos (Ia, Ib, Ia/c, II, III,
v, Vv, VI, VII e VIII) com base na estrutura das suas
cdpsulas polissacaridicas. No passado, os serotipos Ia, Ib,
IT ¢ III foram igualmente dominantes no corrimento vaginal
normal e no aparecimento precoce de sépsis em recém-
nascidos. No entanto, o GBS de tipo V surgiu como causa
importante de infecc¢ao por GBS nos EUA, tendo as estirpes
dos tipos VI e VIII passado a ser dominantes entre as
mulheres Jjaponesas.

Foi ja publicada a sequéncia do genoma de uma estirpe
2603 V/R do serotipo V (Tettelin et al. (2002) Proc. Natl.
Acad Sci. USA, 10.1 073/pnas. 182380799) e foram ja
identificados diversos polipéptidos utilizaveis como
antigénios vacinais (WO02/34771) . Todavia, as vacinas
vulgarmente wutilizadas em ensaios c¢linicos baseiam-se em
antigénios polissacaridicos. Ha, neste caso, 0s inconvenientes
da especificidade serotipica e fraca imunogenicidade, pelo que
€ necessario procurar vacinas eficazes contra as infecgdes
provocadas por S. agalactiae. O documento WO 05/028618
descreve composigdes vacinais que compreendem combinagdes de
antigénios de GBS gque incluem a GBS 80.

Constitui um objectivo da presente invencao
proporcionar mais e melhores composigdes que confiram
imunidade contra doengas e/ou infecgdes provocadas por
bactérias patogénicas, incluindo S. agalactiae. De acordo
com um aspecto da invengao, as composicdes baseiam-se no
isolamento de confdérmeros de adesinas gque possuam melhor
estabilidade, conformagao e imunogenicidade, estando
prevista a sua utilizacao em composigdes terapéuticas ou

profilaticas.



DESCRIGCAO ABREVIADA DA INVENGAO

O presente pedido de patente de invencao identifica
simultaneamente um problema - as adesinas bacterianas sao
expressas em conformagdes multiplas que possuem diferentes
antigenicidades - e apresenta a solugao de proporcionar
processos para isolar e fazer a interconversao dos
conférmeros. Assim, em termos gerais, pode dizer-se gue um
aspecto da invengao reside no facto de as isoformas de GBS 80
possuirem, preferencialmente, uma melhor estabilidade e/ou
imunogenicidade.

As referidas isoformas preferenciais, aqui designadas
por "conférmero F", tém propriedades estruturais distintas e
podem ser isoladas a partir de outras isoformas associadas,
recorrendo a diferentes técnicas cromatogrdficas. A adesina
GBS 80, um membro representativo da familia de adesinas de
S. agalactiae, pode ser separada em dqualquer uma de duas
isoformas por cromatografia de permuta anidénica. Mais
concretamente, o conférmero F mails estavel ¢é purificado a
partir da isoforma menos estavel "confdérmero A", tirando
proveito da sua inaptidado para ficar retido numa coluna de
'Q-Sepharose’ de permuta de ides, sendo retido por
hidroxiapatite. De acordo com uma forma de realizagao, um
conférmero F de GBS 80 purificado caracteriza-se pelo facto
de ser separado facilmente Como banda tnica por
electroforese nao desnaturante em gel de dodecilsulfato de
sdédio-poliacrilamida (SDS-PAGE). Ainda de acordo com uma
outra forma de realizacgao, efectua-se a eluicao de um
conférmero F de GBS 80 isclado sob a forma de um pico

singular monodisperso, por cromatografia de exclusao



dimensional (SEC) . De acordo com uma outra forma de
realizagao, um conférmero F de GBS 80 isolado apresenta
maior resisténcia a digestdo com proteases do que o
conférmero A.

De acordo com um seu aspecto, a presente invencao
proporciona a GBS 80 isolada e/ou separada, compreendendo o
conférmero F ou o confdédrmero A, em que o confdédrmero de GBS
80, preferencialmente, é capaz de gerar uma resposta imune
num individuo. Em formas de realizagao preferenciais, a
adesina bacteriana ira ser um homdlogo de GBS 80 ou, mais
preferencialmente, um ortélogo ou um paralogo. De
preferéncia, a homologia de tal homdélogo, ortdlogo ou
paralogo ira corresponder pelo menos a uma identidade de
cerca de 60%, pelo menos uma identidade de cerca de 70%,
pelo menos uma identidade de cerca de 80%, pelo menos uma
identidade de cerca de 85%, pelo menos uma identidade de
cerca de 90%, pelo menos uma identidade de cerca de 92,5%,
pelo menos uma identidade de cerca de 95%, pelo menos uma
identidade de cerca de 96%, pelo menos uma identidade de
cerca de 97%, pelo menos uma identidade de cerca de 98% ou
pelo menos uma identidade de cerca de 99%. Em diversas
formas de realizagao, a GBS 80 pode ser produzida por via
recombinante, de preferéncia por expressao bacteriana, tal
como a expressao em E. coli. Em algumas formas de
realizagao, a GBS 80 em conférmero F pode apresentar uma ou
varias das caracteristicas seguintes: ndo ser retida numa
coluna de 'Q-Sepharose', ser retida por uma coluna de
hidroxiapatite, apresentar-se como uma banda singular com
peso molecular aparente menor em SDS-PAGE na auséncia de
desnaturacao térmica, comparativamente com a adesina

bacteriana apés a desnaturacao térmica, sendo mais



resistente a digestdao com proteases do que a GBS 80 em
conférmero A, decorrendo a sua eluigao, a partir de uma
coluna de cromatografia de exclusao dimensional, sob a
forma de um pico singular monodisperso. Em formas de
realizagdo preferenciais, o conférmero de GBS 80 ira estar
praticamente isento de outros conférmeros, incluindo, a
titulo de exemplo, mas sem qualquer limitacgdo, a GBS 80 em
conférmero F  substancialmente isenta de GBS 80 em
conférmero A que ira ser preferencialmente inferior pelo
menos a cerca de 20% de conférmero A, inferior pelo menos a
cercas de 15% de confdérmero A, inferior pelo menos a cerca
de 10% de outros conférmeros, pelo menos cerca de 5% de
outros conférmeros, pelos menos cerca de 2% de outros
conférmeros ou pelo menos cerca de 1% de outros confdrmeros
da proteina. De acordo com outras formas de realizacao, a
GBS 80 pode nao estar totalmente isenta de outros
conférmeros, referindo-se, a titulo de exemplo, que a GBS
80 em conférmero F pode ter entre cerca de 20% e cerca de

%, entre cerca de 15% e cerca de 1%, entre cerca de 10% e
cerca de 1%, entre cerca de 5% e cerca de 1% ou entre cerca
de 2% e cerca de 1% de GBS 80 em confdérmero A.

Em formas de realizagao preferenciais, a GBS 80 da
presente invencgdo ira ser capaz de gerar uma resposta imune
num organismo destinatario, tal como uma ave ou um mamifero,
de preferéncia um ser humano. Mais preferencialmente, a GBS
80 ird conferir a um organismo destinatdrio uma imunidade
passiva e/ou uma imunidade activa.

Em algumas formas de realizagao, as composigdes de GBS
80 da presente invencao podem conter, suplementarmente,

outros polipéptidos imunogénicos obtidos a partir de GBS 80
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(incluindo, sem nenhuma limitacao, polipéptidos e
polissacarideos) ou outros agentes patogénicos.

De acordo com um outro seu aspecto, a presente
invengao proporciona processos para separar ou isolar a GBS
80 de um conférmero particular. Uma forma de realizacgao
preferencial de tais processos consiste em arranjar uma
amostra que contenha uma mistura de GBS 80 em dois ou mais
conférmeros e separar os dois ou varios conférmeros,
recorrendo a uma tecnologia de separagao escolhida entre o
grupo constituido por uma tecnologia de separacao de
permuta anidnica, uma tecnologia de separacdo a base de
hidroxiapatite e uma tecnologia de separagao com base no
coeficiente de atrito. Como exemplos de tecnologias de
separagao com base no coeficiente de atrito refere-se a
electroforese em gel, a cromatografia de exclusao
dimensional, fraccionamento de fluxo do processo e
centrifugacao de sedimentacao a alta velocidade.

Um outro aspecto da presente invengao diz respeito a
anticorpos que se ligam especificamente a qualquer GBS 80
da presente invengao, ou gue a reconhecem. Em determinadas
formas de realizacgao, tais anticorpos podem ser policlonais
ou monoclonais. Em algumas formas de realizagao, o
anticorpo pode ser um anticorpo guimérico, um anticorpo
humanizado ou um anticorpo totalmente humano. Em algumas
formas de realizacao, o) anticorpo pode ligar-se
especificamente a um confdérmero e a mais nenhum outro, por
exemplo, pode ocorrer a ligagao ao confdérmero F e nao ao
conférmero A. Descreve-se adiante, de maneira mais
minuciosa, outras formas de realizacao, tomando em

consideracao anticorpos, processos de preparagao, Processos
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de andlise e pesquisa e processos para a utilizacao de tais
anticorpos.

Conforme adiante se descreve mals minuciosamente, ha
outros aspectos da presente invengao que abrangem processos
para a utilizacao das adesinas bacterianas, anteriormente
mencionadas, como (a) medicamentos para tratar ou prevenir
infecgdes provocadas por bactérias Streptococcus; (b)
exames de diagndéstico ou de imunodiagndstico para a
deteccao da presenca de bactérias Streptococcus ou de
anticorpos criados e desenvolvidos contra bactérias
Streptococcus; e/ou (c) reagentes gue possam levar a
produgao de anticorpos contra bactérias Streptococcus.

Um outro aspecto da presente invencao diz respeito a
processos para analisar e pesquisar e/ou testar péptidos de
adesinas bacterianas num conférmero particular para a
geragao de uma resposta imune, para a imunizagao activa ou
para a imunizacao passiva num organismo destinatario. Em
alguns aspectos, o texto descrito prevé que se facga
contactar ou que se administre a composigao de GBS 80 da
presente invengdo ao organismo destinatario e a detecgédo de
anticorpos nesse organismo destinatdrio que reconhecam a
composicao de adesinas bacterianas. Em alguns aspectos, o
organismo destinatario ira ser estimulado com bactérias
Streptococcus para se determinar se tal organismo
destinatario tem imunidade activa ou imunidade passiva.
Tais processos de andlise e pesquisa podem ser aplicados a
qualqgquer uma das composigdes da presente invencgao,
incluindo, sem nenhuma limitac¢ao, anticorpos de GBS 80 para
GBS 80 e composigdes farmacéuticas para imunogenicidade ou
antigenicidade. Um aspecto preferencial de tais processos

de andlise e pesqguisa consiste em arranjar as adesinas
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bacterianas e analisar e pesquisar o polipeptido para se
investigar a antigenicidade ou a imunogenicidade. No caso
de se pretender analisar e pesquisar mais do gue uma
adesina bacteriana, ¢é possivel recorrer a um critério que
permita escolher uma ou varias adesinas bacterianas para
utilizagdo posterior. Tais critérios podem servir para
escolher entre duas ou mais adesinas bacterianas, trés ou
mais adesinas bacterianas, cinco ou mais adesinas
bacterianas, dez ou mailis adesinas bacterianas ou vinte ou
mais adesinas bacterianas.

De acordo com um outro aspecto da presente invencgao, esta
proporciona composicdes farmacéuticas que contém a GBS 80 ou
anticorpos da presente invencao numa quantidade terapeuticamente
eficaz (ou numa quantidade imunologicamente eficaz numa vacina).
Em determinadas formas de realizacgao, as composicdes
farmacéuticas irdo ser vacinas. As vacinas farmacéuticas também
podem incorporar veiculos farmaceuticamente aceitaveis,

incluindo adjuvantes.

DESCRIGCAO MINUCIOSA DA INVENGAO

Na pratica da presente invengdo irdo ser utilizados,
salvo dquando especificado de outro modo, ©0s Processos
convencionais da quimica, bioguimica, biologia molecular,
imunologia e farmacologia, conhecidos pelos especialistas
na matéria. Tias técnicas estdo descritas e explicadas
exaustivamente na literatura. Ver, v.g., Remington’s
Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Company, Easton,
Pa., 192 Edigao (1995); Methods In Enzymology (S. Colowick
and N. Kaplan, eds., Academic Press, Inc.); e Handbook of

Experimental Immunology, Vols. I-IV (D.M. Weir and C.C.
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Blackwell, eds., 1986, Blackwell Scientific Publications);
Sambrook, et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual
(2nd Edition, 1989); Handbook of Surface and Colloidal
Chemistry (Birdi, K.S. ed., CRC Press, 1997); Short
Protocols 1in Molecular Biology, 42 ed. (Ausubel et al.
eds., 1999, John Wiley & Sons) ; Molecular Biology
Techniques: An Intensive Laboratory. Course, (Ream et al.,
eds., 1998, Academic Press) ; PCR (Introduction to
Biotechniques Series), 22 ed. (Newton & Graham eds., 1997,
Springer Verlag); Peters and Dalrymple, Fields Virology (2°
ed), Fields et al. (eds.), B.N. Raven Press, New York, NY.

Tal como aqui utilizado, o termo "conférmero" designa
isoformas 1isoladas de uma adesina bacteriana, tal como a
GBS 80, e seus fragmentos que tenham as mesmas sequéncias
de aminoacidos ou sequéncias semelhantes, mas propriedades
biofisicas distintas e/ou diferente imunogenicidade,
conforme determinado, por exemplo, por cromatografia de
exclusao dimensional (SEC).

Tal como aqui utilizado, o termo "adesinas bacterianas"
designa proteinas pertencentes ao conjunto de proteinas
bacterianas expostas a superficie que estejam implicadas na
adesao ao tecido do hospedeiro e na colonizacgao.

Tal como aqui utilizado, o termo "adesinas bacterianas
gram-positivas" designa adesinas bacterianas de bactérias
gram-positivas. As bactérias gram-positivas preferiveis sao
S. pyogenes, S. agalactiae, S. pneumonaie, S. mutans, E.
faecalis, E. faecium, C. difficile, L. monocytogenes ou C.
diphtheriae.

Tal como aqui utilizado, o termo "homdélogo da adesina
bacteriana GBS 80 " designa a proteina GBS 80 e todas as

proteinas conotadas com a GBS 80 por descenderem de uma
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sequéncia de ADN ancestral comum gque codifica a proteina
ancestral. O termo "homdélogo" pode ser aplicado a relagéo
entre genes separados por um caso de evolugao das espécies
e a relagdo entre genes separados pelo caso de duplicagéo
genética. Um especialista na matéria sabe como reconhecer
facilmente homélogos de GBS 80, com base na comparagao das
sequéncias de aminoacidos ou das sequéncias de acidos
nucleicos que codificam as proteinas. De preferéncia, essa
homologia ira ser pelo menos correspondente a uma
identidade de cerca de 60%, pelo menos uma identidade de
cerca de 70%, pelo menos uma identidade de cerca de 80%,
pelo menos uma identidade de cerca de 85%, pelo menos uma
identidade de cerca de 90%, pelo menos uma identidade de
cerca de 92,5%, pelo menos uma identidade de cerca de 95%,
pelo menos uma identidade de cerca de 96%, pelo menos uma
identidade de cerca de 97%, pelo menos uma identidade de
cerca de 98% ou pelo menos uma identidade de cerca de 99%.
Tal como agqui utilizado, o termo " ortdlogo da adesina
bacteriana GBS 80" refere-se a proteina GBS 80 e a todas as
proteinas de outras espécies Dbacterianas que tenham
evoluido a partir de um gene ancestral comum, por fendmenos
de evolugao das espécies. Tais ortdlogos irao conservar a
mesma funcao no decurso da evolugao. Um especialista na
matéria sabe como reconhecer facilmente ortdlogos de GBS
80, enquanto homdélogos noutras espécies Dbacterianas que
possuam uma homologia muito elevada com a GBS 80. De
preferéncia, essa homologia ira corresponder a uma
identidade pelo menos igual a cerca de 60%, a uma
identidade pelo menos igual a cerca de 70%, a uma
identidade pelo menos igual a cerca de 80%, a uma

identidade pelo menos igual a cerca de 85%, a uma
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)

identidade pelo menos 1igual a cerca de 90%, a uma
identidade pelo menos igual a cerca de 92,5%, a uma
identidade pelo menos 1igual a cerca de 95%, a uma
identidade pelo menos 1gual a cerca de 96%, a uma
identidade pelo menos 1igual a cerca de 97%, a uma
identidade pelo menos igual a cerca de 98% ou a uma
identidade pelo menos igual a cerca de 99%.

Tal como aqui utilizado, o termo "paralogo da adesina
bacteriana GBS 80 " refere-se a proteina GBS 80 e a todas
as proteinas da mesma espécie bacteriana gue tenham
evoluido a partir de um gene ancestral comum por duplicacgao
de genes. Tals pardlogos sao genes conotados entre si por
duplicagao no interior de um genoma e consequentemente irao
ter e desempenhar papéis funcionais bastante semelhantes,
mas fregquentemente distintos. Um especialista na matéria
sabe como reconhecer facilmente os paralogos de GBS 80,
enquanto homélogos noutra espécie bacteriana que tenha uma
homologia muitissimo elevada com a GBS 80. De preferéncia,
essa homologia ird corresponder a uma identidade pelo menos
igual a cerca de 60%, uma identidade pelo menos igual a
cerca de 70%, uma identidade pelo menos igual a cerca de
80%, uma identidade pelo menos igual a cerca de 85%, uma
identidade pelo menos igual a cerca de 90%, uma identidade
pelo menos igual a cerca de 92,5%, uma identidade pelo
menos igual a cerca de 95%, uma identidade pelo menos igual
a cerca de 96%, uma identidade pelo menos igual a cerca de
97%, uma identidade pelo menos igual a cerca de 98% ou uma
identidade pelo menos igual a cerca de 99%. A titulo de
exemplo, mas sem nenhuma limitagao, a GBS 59 é um paralogo

da adesina bacteriana GBS 80.
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As definicbes apresentadas para homélogos da adesina
bacteriana GBS 80, ortdélogos da adesina bacteriana GBS 80 e
paralogos da adesina bacteriana GBS 80 sao definigdes
representativas das adesinas bacterianas aqui descritas e
as proteinas GBS 59, GBS 104 e GBS 67 tém definicgdes
correspondentes que podem ser utilizadas em vez das
defini¢gbdes da GBS 80 ao longo da presente memdria
descritiva. A titulo de exemplo, sem nenhuma limitagao, o
termo "homélogo da adesina bacteriana GBS 80", tal como
utilizado no capitulo 'Descrigdo Abreviada da Invencgao"
pode ser substituido pelo termo "homdélogo da adesina

bacteriana GBS 59".

ADESINAS

Conforme se disse anteriormente, a invengao diz respeito
aos confdérmeros de GBS 80, aos processos para separar e isolar
esses conférmeros e as aplicagbes de tais conférmeros. As
adesinas constituem uma grande classe heterogénea de proteinas
da superficie, implicadas na adesdao e colonizagao dos tecidos
hospedeiros por bactérias gram-positivas e gram-negativas. A
aderéncia aos tecidos hospedeiros é um determinante
fundamental da viruléncia para bactérias patogénicas, sendo
conhecidos na especialidade muitos mecanismos de adesao.

Ha um aparelho de adesdo particularmente eficaz que é
representado em diversos agentes patogénicos por fimbrias
ou pili. Estes componentes sao organelos bacterianos
adesivos que habilitam as bactérias a fixarem-se em tecidos
hospedeiros especiais e a coloniza-los. Sao estruturas
superficiais compridas e filiformes produzidas pela

montagem ordenada de diferentes elementos constituintes,
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incluindo as adesinas. A exposigcao superficial e o papel
fundamental que estas proteinas tém na patogénese faz com
que sejam  uma opg¢ao particularmente atractiva para
composigdes imunogénicas e vacinas. H& muitas destas
vacinas conhecidas na especialidade. Os pili, sobre os
quails se sabe desde ha muito tempo que sdo importantes para
as bactérias gram-negativas capsuladas, tais como Neisseria
spp., foram também assinalados e descritos em Dbactérias
gram-positivas, tals como Corynebacterium diphtheriae,
Actinomyces sSpp., Streptococcuspneumoniae, Streptococcus
agalactiae e Streptococcus pyogenes. Nestas espécies, os
pili sao formados pela reticulacgao covalente de subunidades
proteicas, devido a acgdo de enzimas sortases que clivam
proteinas que contenham o motivo sequencial LPXTG entre os
residuos T e G e que depois ligam a proteina clivada ao
grupo amino & de uma lisina conservada num motivo pilina
(VYPKN) nos préprios componentes da pilina. As enzimas
sortases também catalisam o acoplamento covalente de
proteinas LPXTG a parede celular dos peptidoglicanos. As
subunidades de adesina desta familia sao observadas
frequentemente numa forma aglomerada, constituindo uma ilha

gendmica.

GBS 80

A GBS 80 ¢ uma adesina bacteriana preferencial da
presente invencgao. O termo 'GBS 80' designa uma proteina
putativa da familia ancorada a superficie da parede celular
e é uma das subunidades constituintes de uma estrutura de
pilus. As sequéncias de nucledtidos e de aminoacidos da

adesina GBS 80, obtidas a partir da estirpe 2603 V/R
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isolada de serotipo V podem ser encontradas no documento
W004041157. Estas sequéncias também estao explicitadas

adiante com as designacgdes de SEQ ID NOS 1 e 2:

SEQ ID NO. 1
ATGAAATTATCGAAGAAGTTATTGTTTTCGGCTGCTGTTTTAACAATGGTGGCGGGGTCAACTGTTGAACCAG

TAGCTCAGTTTGCGACTGGAATGAGTATTGTAAGAGCTGCAGAAGTGTCACAAGAACGCCCAGCGAARACAAC
AGTAAATATCTATAAATTACAAGCTGATAGTTATAAATCGGAAATTACTTCTAATGGTGGTATCGAGAATAAA
GACGGCGAAGTAATATCTAACTATGCTAAACTTGGTGACAATGTAAAAGGTTTGCAAGGTGTACAGTTTAAAC
GTTATAAAGTCAAGACGGATATTTCTGTTGATGAATTGAAAAAATTGACAACAGTTGAAGCAGCAGATGCAAA
AGTTGGAACGATTCTTGAAGAAGGTGTCAGTCTACCTCAAAAAACTAATGCTCAAGGTTTGGTCGTCGATGCT
CTGGATTCAAAAAGTAATGTGAGATACTTGTATGTAGAAGATTTAAAGAATTCACCTTCAAACATTACCAAAG
CTTATGCTIGTACCGTTTGTGTTGGAATTACCAGTTGCTAACTCTACAGGTACAGGTTTCCTTTCTGAAATTAA
TATTTACCCTAAAAACGTTGTAACTGATGAACCAAAAACAGATAAAGATGTTAARAAAT TAGGTCAGGACGAT
GCAGGTTATACGATTGGTGAAGAATTCAAATGGTTCTTGAAATCTACAATCCCTGCCAATTTAGGTGACTATG
AAAAATTTGAAATTACTGATAAATTTGCAGATGGCTTGACTTATAAATCTGTTGGAAAAATCAAGATTGGTTC
GAAAACACTGAATAGAGATGAGCACTACACTATTGATGAACCAACAGTTGATAACCAAAATACATTAAAAATT
ACGTTTAAACCAGAGAAATTTAAAGAAATTGCTGAGCTACTTAAAGGAATGACCCTTGTTAAAAATCAAGATG
CTCTTGATAAAGCTACTGCAAATACAGATGATGCGGCATTTTTGGAAATTCCAGTTGCATCAACTATTAATGA
AAARAGCAGTTTTAGGAAAAGCAATTGAAAATACTTTTGAACTTCAATATGACCATACTCCTGATAAAGCTGAC
AATCCAARACCATCTAATCCTCCAAGAAAACCAGAAGTTCATACTGGTGGGAAACGATTTGTAAAGAAAGACT
CAACAGAAACACAAACACTAGGTGGTGCTGAGTTTGATTTGTTGGCTTCTGATGGGACAGCAGTAAAATGGAC
AGATGCTCTTATTAAAGCGAATACTAATAAAAACTATATTGCTGGAGAAGCTGTTACTGGGCAACCAATCAAA
TTGAAATCACATACAGACGGTACGTTTGAGATTAAAGGTTTGGCTTATGCAGTTGATGCGAATGCAGAGGGTA
CAGCAGTAACTTACAAATTAAAAGAAACAAAAGCACCAGAAGGTTATGTAATCCCTGATAAAGAAATCGAGTT
TACAGTATCACAAACATCTTATAATACAAAACCAACTGACATCACGGTTGATAGTGCTGATGCAACACCTGAT
ACAATTAAAAACAACAAACGTCCTTCAATCCCTAATACTGGTGGTATTGGTACGGCTATCTTTGTCGCTATCG
GTGCTGCGGTGATGGCTTTTGCTGTTAAGGGGATGAAGCGTCGTACAAAAGATAAC

SEQ ID NO: 2
MKLSKKLLFSAAVLTMVAGSTVEPVAQFATGMSIVRAAEVSQERPAKTTVNIYKLQADSYKSEITSNGGIENK

DGEVISNYAKLGDNVKGLQGVQFKRYKVKTDISVDELKKLTTVEAADAKVGTILEEGVSLPQKTNAQGLVVDA
LDSKSNVRYLYVEDLKNSPSNITKAYAVPFVLELPVANSTGTGFLSEINIYPKNVVTDE PKTDKDVKKLGQDD
AGYTIGEEFKWFLKSTIPANLGDYEKFEITDKFADGLTYKSVGKIKIGSKTLNRDEHYTIDEPTVDNONTLKI
TFKPEKFKEIAELLKGMTLVKNQDALDKATANTDDAAFLEIPVAST INEKAVLGKAIENTFELQYDHTPDKAD
NPKPSNPPRKPEVHTGGKRFVKKDSTETQTLGGAEFDLLASDGTAVKWTDALTIKANTNKNYTIAGEAVTGQPIK
LKSHTDGTFEIKGLAYAVDANAEGTAVTYKLKETKAPEGYVIPDKEIEFTVSQTSYNTKPTDITVDSADATPD
TIKNNKRPS IPNTGGIGTAIFVAIGAAVMAFAVKGMKRRTKDN

H& aspectos da invencao que podem abranger fragmentos
de GBS 80, tais como os descritos na publicacao U.S. Prov.
Ser. App. No. 60/812 145. Em alguns casos, a remogao de um
ou varios dominios, tais como uma regido de uma sequéncia
lider ou de uma sequéncia de sinal, uma regiao
transmembranar, uma regido citoplasmica ou um motivo de

ancoragem a parede celular, pode facilitar a clonagem do
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gene que codifica o antigénio e/ou a expressaco recombinante
da proteina GBS. Além disso, os fragmentos que compreendam
epitopos imunogénicos de antigénios de GBS podem ser
utilizados nas composigdes da invencao.

A proteina GBS 80 contém uma regiao da sequéncia lider
ou de sinal do terminal N que esta indicada pela sequéncia
sublinhada no inicio da sequéncia SEQ ID NO: 2, supra. De
acordo com uma forma de realizagdo, remove-se um ou varios
aminodcidos da regido da sequéncia lider ou de sinal da GBS
80. Como exemplo de um tal fragmento de GBS 80 indica-se

adiante o que é designado por SEQ ID NO: 3:

SEQ ID NO: 3

AEVSQERPAKTTVNIYKLQADSYKSEITSNGGIENKDGCEVISNYAKLGDNVKGLQGVQFKRYKVKTDISVDEL
KKLTTVEAADAKVGTILEEGVSLPQKTNAQGLVVDALDSKSNVRYLYVEDLKNSPSNITKAYAVPFVLELPVA
NSTGTGFLSEINIYPKNVVTDEPKTDKDVKKLGODDAGY TIGEEFKWFLKSTIPANLGDYEKFEI TDKFADGL
TYKSVGKIKIGSKTLNRDEHYTIDEPTVDNOQNTLKITFKPEKFKEIAELLKGMTLVKNQDALDKATANTDDAA
FLEIPVASTINEKAVLGKAIENTFELQYDHTPDKADNPKPSNPPRKPEVHTGGKRFVKKDSTETQTLGGAEFD
LLASDGTAVKWTDALIKANTNKNYIAGEAVTGQPIKLKSHTDGTFEIKGLAYAVDANAEGTAVTYKLKETKAP

EGYVIPDKEIEFTVSQTSYNTKPTDITVDSADATPDTIKNNKRPSIPNTGGIGTAIFVAIGAAVMAFAVKGMK
RRTKDN

A proteina GBS 80 contém uma regiao transmembranar do
terminal C que estd 1indicada pela sequéncia sublinhada
junto a extremidade final da SEQ ID NO: 2, supra. De acordo
com uma forma de realizagdo, remove-se um ou Vvarios
aminoacidos da regido transmembranar e/ou uma regido
citoplasmica. Como exemplo de um tal fragmento de GBS 80

indica-se o que é designado adiante por SEQ ID NO: 4:

SEQID NO: 4
MKLSKKLLFSAAVLTMVAGSTVEPVAQFATGMSIVRAAEVSQERPAKTTVNIYKLQADSYKSEITSNGGIENK
DGEVISNYAKLGDNVKGLOGVQFKRYKVKTDISVDELKKLTTVEAADAKVGTILEEGVSLPQKTNAQGLVVDA
LDSKSNVRYLYVEDLKNSPSNITKAYAVPFVLELPVANSTGTGFLSEINTIYPKNVVTDEPKTDKDVKKLGODD
AGYTIGEEFKWFLKSTIPANLGDYEKFEITDKFADGLTYKSVGKIKIGSKTLNRDEHYTIDEPTVDNQNTLKI
TFKPEKFKEIAELLKGMTLVKNQDALDKATANTDDAAFLEIPVASTINEKAVLGKAIENTFELQYDHTPDKAD
NPKPSNPPRKPEVHTGGKRFVKKDSTETQTLGGAEFDLLASDGTAVKWTDALIKANTNKNY IAGEAVTGQPIK
LKSHTDGTFEIKGLAYAVDANAEGTAVTYKLKETKAPEGYVIPDKEIEFTVSQTSYNTKPTDITVDSADATPD
TIKNNKRPSIPNTG
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A proteina GBS 80 contém um motivo de aminoacidos
indicativo de uma é&ncora da parede celular: SEQ ID NO: 5
"IPNTG" (indicado a italico na SEQ ID NO: 2, supra). Em
alguns sistemas de células hospedeiras recombinantes, pode
ser preferivel remover este motivo para facilitar a
secrecgcao de uma proteina GBS 80 recombinante, para fora de
célula hospedeira. Assim sendo, num fragmento preferencial
de GBS 80, para utilizacao na presente invengao, remove-se
para fora da GBS 80 as regides transmembranares e/ou
citoplasmicas e o motivo de ancoragem a parede celular.
Como exemplo de tal fragmento de GBS 80 indica-se o que é

designado adiante por SEQ ID NO: 6.

SEQID NO: 6
MKLSKKLLFSAAVLTMVAGSTVEPVAQFATGMSIVRAAEVSQERPAKTTVNIYKLQADSYKSEITSNGGIENK
DGEVISNYAKLGDNVKGLQGVQFKRYKVKTDISVDELKKLTTVEAADAKVGTILEEGVSLPQKTNAQGLVVDA
LDSKSNVRYLYVEDLKNSPSNITKAYAVPFVLELPVANSTGTGFLSEINIYPKNVVTDEPKTDKDVKKLGQDD
AGYTIGEEFKWFLKSTIPANLGDYEKFEITDKFADGLTYKSVGKIKIGSKTLNRDEHYTIDEPTVDNQNTLKI
TFKPEKFKEIAELLKGMTLVKNQDALDKATANTDDAAFLEIPVASTINEKAVLGKAIENTFELQYDHTPDKAD
NPKPSNPPRKPEVHTGGKRFVKKDSTETQTLGGAEFDLLASDGTAVKWTDALTIKANTNKNY IAGEAVTGQPIK
LKSHTDGTFEIKGLAYAVDANAEGTAVTYKLKETKAPEGYVIPDKEIEFTVSQTSYNTKPTDITVDSADATPD
TIKNNKRPS :

Em alternativa, em alguns Sistemas de células
recombinantes, pode ser preferivel wutilizar o motivo de
ancoragem a parede celular para ancorar a parede celular a
proteina expressa por via recombinante. 0 dominio
extracelular da proteina expressa pode ser clivado durante a
purificacgéao ou entao é possivel deixar a proteina
recombinante acoplada quer as células hospedeiras inactivadas
quer as membranas celulares, na composigao final.

De acordo com uma forma de realizagao, a regiao da
sequéncia lider ou de sinal, as regides transmembranares e

citoplasmicas e o motivo de ancoragem a parede celular séo
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removidos da sequéncia da GBS 80. Como exemplo de um tal
fragmento de GBS 80 indica-se o que ¢é identificado a

adiante por SEQ ID NO: 7.

SEQ ID NO: 7
AEVSQERPAKTTVNIYKLQADSYKSEITSNGGIENKDGEVISNYAKLGDNVKGLQGVQFKRYKVKTDISVDEL
KKLTTVEAADAKVGTILEEGVSLPOKTNAQGLVVDALDSKSNVRYLYVEDLKNSPSNITKAYAVPFVLELPVA
NSTGTGFLSEINIYPKNVVTDEPKTDKDVKKLGQDDAGYTIGEEFKWEFLKSTIPANLGDYEKFEITDKFADGL
TYKSVGKIKIGSKTLNRDEHYTIDEPTVDNONTLKITFKPEKFKEIAELLKGMTLVKNQDALDKATANTDDAA
FLEIPVASTINEKAVLGKAIENTFELQYDHTPDKADNPKPSNPPRKPEVHTGGKRFVKKDSTETQTLGGAEFD
LLASDGTAVKWTDALIKANTNRKNYIAGEAVTGQPIKLKSHTDGTFEIKGLAYAVDANAEGTAVTYKLKETKAP
EGYVIPDKEIEFTVSQTSYNTKPTDITVDSADATPDTIKNNKRPS

As requerentes identificaram um fragmento da proteina
GBS 80 particularmente imunogénico. Este fragmento
imunogénico estd localizado para o lado do terminal N da
proteina e esta sublinhado na SEQ ID NO: 2 da GBS 80, adiante
apresentada. O fragmento sublinhado estd explicitado adiante

pela SEQ ID NO: 8.

SEQID NO: 2
MKLSKKLLFSAAVLTMVAGSTVEPVAQFATGMSIVRAAEVSQERPAKTTVNIYKLOADSYKSEITSNGGIENK
DGEVISNYAKLGDNVKGLOGVQFKRYKVKTDISVDELKKLTTVEAADAKVGTILEEGVSLPOQKTNAQGLVVDA
LDSKSNVRYLYVEDLKNSPSNITKAYAVPFVLELPVANSTGTGFLSEINIYPKNVVTDEPKTDKDVKKLGQODD
AGYTIGEEFKWFLKSTIPANLGDYEKFEITDKFADGLTYKSVGKIKIGSKTLNRDEHYTIDEPTVDNONTLKI
TFKPEKFKEIAELLKGMTLVKNQDALDKATANTDDAAFLEIPVASTINEKAVLGKAIENTFELQYDHTPDKAD
NPKPSNPPRKPEVHTGGKRFVKKDSTETQTLGGAEFDLLASDGTAVKWTDALIKANTNKNYIAGEAVTGQPIK
LKSHTDGTFEIKGLAYAVDANAEGTAVTYKLKETKAPEGYVIPDKEIEFTVSQTSYNTKPTDITVDSADATPD
TIKNNKRPSIPNTGGIGTAIFVAIGAAVMAFAVKGMKRRTKDN

SEQID NO: 8
AEVSQERPAKTTVNIYKLOADSYKSEITSNGGIENKDGEVISNYAKLGDNVKGLOGVQFKRYKVKTDISVDEL
KKLTTVEAADAKVGTILEEGVSLPQKTNAQGLVVDALDSKSNVRYLYVEDLKNSPSNITKAYAVPEVLELPVA
NSTGTGEFLSEINIYPKNVVTDE PKTDKDVKKLGQDDAGYTIGEEFKWFLKSTIPANLGDYEKFEITDKFADGL
TYKSVGKIKIGSKTLNRDEHYTIDEPTVDNQNTLKITFKPEKFKEIAELLKG

CONFORMERO F

Os 1inventores concluiram que os antigénios da familia

das adesinas podem ser isolados como duas isoformas
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principais distintas: (a) o conférmero F e (b) o confdrmero
A. Estas isoformas, apesar de partilharem sequéncias de
aminodcidos iguais ou semelhantes, podem ser separadas pelas
suas propriedades biofisicas diferenciais, praticando passos
de purificacao de proteinas, tais como a separacgao
cromatografica. Por exemplo, o) conférmero A, na
cromatografia de permuta de ides, caracteriza-se pelo facto
de ser adsorvido pela 'Q-Sepharose’', ao passo dque o
conférmero F é objecto de eluigao. Também é possivel
praticar um processo para isolar e purificar o conférmero F
por cromatografia com hidroxiapatite, conforme descrito,
neste caso, no exemplo 1. As suas 1isoformas apresentam
regimes de processamento com pesos moleculares aparentes
diferentes (MW) durante a electroforese nao desnaturante em
gel de dodecilsulfato de sdédio-poliacrilamida (SDS-PAGE), ao
passo que apresentam o mesmo peso molecular aparente (MW)
depois de terem sido desnaturadas por via térmica. Quando o
processamento tem lugar numa coluna de cromatografia por
exclusao dimensional, sdo necessarios volumes de eluicéao

maiores para O conférmero F, comparativamente com o}

conférmero A. As duas isoformas também apresentam
estabilidade e imunogenicidade diferentes, sendo o
conférmero F a forma mails estavel e imunogénica. Na

realidade, ao longo do tempo, um lote purificado de
conférmero A ira apresentar outras isoformas, incluindo o
conférmero F. A imunizagao com um conférmero F purificado
determina uma melhor resposta imunitaria, comparativamente
com uma imunizagado feita como conférmero A ou com uma
mistura de isoformas em que o confdérmero F seja apenas uma
fracgcao menor. O confdérmero F apresenta também uma maior

resisténcia a digestao com proteases.
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Em algumas formas de realizagao, os confdrmeros tém a
sequéncia de aminoacidos de uma proteina GBS 80 de
comprimento completo. Noutras formas de realizagao, estes
conférmeros tém a sequéncia de aminoacidos dos fragmentos
de GBS 80 que podem ser encontrados no confdérmero F. Tais
fragmentos podem ser identificados facilmente, praticando
processos conhecidos pelos especialistas na matéria e aqui
descritos.

Por exemplo, os inventores concluiram que o fragmento
recombinante de GBS 80 explicitado e designado por SEQ ID
NO: 7 pode ser realmente purificado sob a forma de um dos
dois conférmeros descritos supra, e demonstraram gue o
conférmero F  possui melhor imunogenicidade do gque o
conférmero A. A espectrometria de massa (EM) pelo protocolo
MALDI e a sequenciagao do terminal amino confirmaram que as
sequéncias de aminoacidos das duas isoformas Sao
coincidentes. Num protocolo nao desnaturante por SDS-PAGE,
o conférmero F apresenta um peso molecular menor,
comparativamente com o confdérmero A, mas as duas isoformas,
quando as amostras sao fervidas, aparecem com O mMesmo pPeso
molecular aparente (MW). Correspondentemente, observa-se
uma anomalia semelhante gquando a preparagao proteica é
aplicada a uma coluna de filtracao através de gel em que a
eluigao do confdérmero F ocorre sob a forma de um pico
monodisperso, para um volume de eluigao mais elevado. Este
comportamento € consistente com o menor peso molecular
aparente observado num protocolo nao desnaturante em SDS-
PAGE. Conforme se explica mais minuciosamente adiante,
testes de estabilidade reforgam a 1indicacao de que a
eluicao de uma preparacao de GBS 80, recuperada a partir da

fracgcdo adsorvida em 'Q-Sepharose', ocorre numa coluna de
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filtragdao em gel, sob a forma de um pico polidisperso ao
longo do tempo, indicando 1sso gque sao geradas outras
isoformas. O pico méaximo observado com o menor volume de
eluicao corresponde ao confdérmero F.

Ao longo do tempo, qualgquer conférmero A residual pode
converter-se em conférmero F. De preferéncia, guando as
composigbes 1imunogénicas da invencado se destinam a ser
administradas a um mamifero, entdo tais composicdes estao

substancialmente isentas de confdérmero A.

Sistemas de expressao

O conférmero F de adesina bacteriana pode ser
produzido por via recombinante, recorrendo a um conjunto de
diferentes sistemas de expressao, por exemplo, 0s
utilizados com células de mamiferos, baculovirus, plantas,

bactérias e leveduras.

i. Sistemas de mamiferos

Os sistemas de expressadao de mamiferos sao conhecidos
na especialidade. Um promotor de mamifero ¢é qualguer
sequéncia de ADN capaz de se ligar a polimerase do ARN de
um mamifero e de iniciar a transcrigao, a jusante (3’) de
uma sequéncia codificadora (v.g., dgene estrutural), em
ARNm. Um promotor 1ird ter uma regido de inicio da
transcrigdo que ira estar normalmente colocada préximo da
extremidade 5’ da sequéncia codificadora, e um bloco TATA
localizado normalmente 25-30 pares de bases (pb) a montante
do local de inicio da transcricao. Admite-se que o bloco

TATA comande a polimerase 11 de ARN para gue comece a
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sintese do ARN no local correcto. Um promotor de mamifero
também ira conter o) elemento promotor a montante,
localizado normalmente a menos de 100 a 200 pb a montante
do bloco TATA. Um elemento promotor a montante determina a
velocidade com que é iniciada a transcrigcdo e pode actuar
em qualgquer sentido (Sambrook et al. (1989) Expression of
Cloned Genes 1in Mammalian Cells. In Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, 22 ed.).

Os genes virais de mamiferos sao expressos,
frequentemente, com grande intensidade e para eles ha um
conjunto amplo de hospedeiros; deste modo, as sequéncias
gque codificam os genes virais de mamiferos constituem
sequéncias de promotores particularmente Uteis. Como
exemplos refere-se o promotor inicial de SV40, o promotor
LTR do virus do tumor mamario de murganho, o promotor final
principal de adenovirus (Ad MLP) e o promotor de virus do
herpes simplex. Além disso, as sequéncias obtidas a partir
de genes nao virais, tais como o gene da metalotioneina do
murino, constituem também sequéncias de promotores uUteis. A
expressao pode ser constitutiva ou regulada (induzivel),
dependendo isso do facto de o promotor poder ser induzido
com glucocorticdéides nas células responsivas as hormonas.

A presenga de um elemento intensificador
(intensificador), combinadamente com 0s elementos
promotores descritos supra, ira aumentar, normalmente, os
niveis de expressdao. Um intensificador é uma sequéncia de
ADN reguladora dgque consegue estimular a transcrigao até
1000 wvezes mais guando ligado a promotores homdélogos ou
heterdélogos, comecando a sintese no local normal de inicio
do ARN. Os intensificadores também sao activos quando estao

colocados a montante ou a Jjusante do local do inicio da
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transcrigao, com orientagao normal ou inversa, ou a uma
distédncia de mais de 1000 nucledétidos do promotor (Maniatis
et al. (1987) Science 236:1237; Alberts et al. (1989)
Molecular Biology of the Cell, 22 ed.). Os elementos
intensificadores obtidos a partir de virus podem ser
particularmente Uteis, uma vez que, normalmente, o seu
conjunto de hospedeiros é mais amplo. Como exemplos refere-
se o intensificador do gene inicial de SV40 (Dijkema et al.
(1985) EMBO J. 4:7611) e os intensificadores/promotores
obtidos a partir da repeticao do terminal comprido (LTR) do
Virus do Sarcoma de Rous (Gorman et al. (1982b) Proc. Natl.
Acad. Sci. 79:6777) e do citomegalovirus dos seres humanos
(Boshart et al. (1985) Cell 41:5211). Além disso, alguns
intensificadores podem ser reguldveis e apenas se tornam
activos na presenca de um indutor, tal como uma hormona ou
um ido metdalico (Sassone-Corsi e Borelli (1986) Trends
Genet. 2:215; Maniatis et al. (1987) Science 236:1237).

Uma molécula de ADN pode ser expressa intracelularmente
em células de mamiferos. E possivel ligar directamente uma
sequéncia promotora a molécula de ADN, caso em que O primeiro
aminoacido no terminal N da proteina recombinante ira ser
sempre metionina que é codificada pelo coddo iniciador ATG.
Se desejado, ¢é possivel clivar o terminal N a partir da
proteina, por incubacg¢ao in vitro, utilizando para tal brometo
de cianogénio.

Em alternativa, as proteinas exdgenas também podem ser
segregadas a partir da célula, para dentro dos meios de
desenvolvimento, sendo para tal criadas moléculas de ADN
gquimérico que codificam uma proteina de fusao constituida
por um fragmento de uma sequéncia lider gque favorece a

secrecao da proteina exdégena em células de mamiferos. De
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preferéncia, ha locais de processamento codificados entre o
fragmento da sequéncia lider e o gene exdgeno gque podem ser
clivados 1in vivo ou 1in vitro. O fragmento da sequéncia
lider codifica, normalmente, um péptido de sinal
constituido por aminodcidos hidrofdébicos que comandam a
secregcao da proteina a partir da célula. A sequéncia lider
tripartida do adenovirus ¢é um exemplo de uma sequéncia
lider que favorece a secrecgdao de uma proteina exdgena em
células de mamiferos.

Normalmente, as sequéncias de terminacgao da
transcrigcao e de poliadenilacéao, reconhecidas pelas células
de mamiferos, sa&o as regides reguladoras localizadas do
lado de 3’ relativamente ao codao de paragem da tradugao e,
consequentemente, em conjunto com os elementos promotores,
flanqueiam a sequéncia codificadora. O terminal 3’ do ARNm
maduro é formado por clivagem pds-transcricional especifica
do local e por poliadenilacao (Bimstiel et al. (1985) Cell
41:349; Proudfoot e Whitelaw (1988) Termination and 3’ end

processing of eukaryotic RNA. Em 'Transcription and
splicing’ (ed. B.D. Hames and D.M, Glover); Proudfoot
(1989) Trends Biochem. Sci. 14:1051). Estas sequéncias

comandam a transcrigao de um ARNm que pode ser traduzido no
polipeptido codificado pelo ADN. Como exemplos de sinais de
terminagcdo de transcrigao/poliadenilacgao refere-se oS
obtidos a partir de SV40 (Sambrook et al. (1989)
'Expression of cloned genes in cultured mammalian cells’'.
Em 'Molecular Cloning: A Laboratory Manual)'.

Normalmente, 0s componentes descritos supra,
compreendendo um promotor, um sinal de poliadenilagao e uma
sequéncia de terminacao da transcricao sao colocados

conjuntamente em construgdes de expressao. Se desejado,
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também ¢é possivel incorporar na construgao de expressao
intensificadores, intrdes com locais de Jjungao funcionais
dadores e aceitadores e sequéncias lideres. As construcbes
de expressao sao mantidas, normalmente, num replicao, tal
como um elemento extracromossémico (v.g., plasmideos) capaz
de se manter estdavel num hospedeiro, tal como células de
mamiferos ou bactérias. Os sistemas de replicagao de
mamiferos compreendem os gue sao obtidos a partir de virus
de animais, os quais necessitam de factores de transaccao
para se replicarem. Por exemplo, os plasmideos que contém
0s sistemas de replicagao dos papovavirus, tais como S5SV40
(Gluzman (1981) Cell 23:1751) ou poliomavirus, replicam-se
com um numero de cdpias extremamente elevado na presenca do
antigénio T viral adequado. Como outros exemplos de
replicdes de mamiferos refere-se os obtidos a partir do
papilomavirus de bovinos e do virus de Epstein-Barr. Além
disso, o replicao pode ter dois sistemas de replicagao,
permitindo-lhe assim que seja mantido, por exemplo, em
células de mamiferos para expressao e num hospedeiro
procaridético para clonagem e amplificacdo. Como exemplos de
tais vectores de tréansito de tipo Dbactérias-mamiferos
refere-se o vector pMT2 (Kaufman et al. (1989) Mol. Cell.
Biol. 9:946) e o vector pHERO (Shimizu et al. (1986) Mol.
Cell. Biol. 6:10741). O procedimento de transformacao
utilizado depende do hospedeiro a ser transformado. Os
processos para a introducdo de polinucledtidos heterdlogos
em células de mamiferos sao perfeitamente conhecidos na
especialidade e compreendem a transfecgao mediada por
dextrano, a precipitacdo com fosfato de calcio, a fuséao de

protoplastos, a electroporacgao, a encapsulacao dos
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polinucledétidos em undecapossomas (11 possomas) e a
microinjecg¢ao directa do ADN nos nucleos.

As linhagens de células de mamiferos disponiveis como
hospedeiras para expressao sao perfeitamente conhecidas na
especialidade e compreendem muitas linhagens de c¢élulas
imortalizadas que podem ser obtidas na Colecgao Americana
de Culturas Tipo (ATCC), incluindo, mas sem nenhuma
limitagdo, as células de ovario do criceto chinés (CHO), as
células Hela, as células de rim do criceto bebé (BHK), as
células do rim de macaco (C0OS), as células do carcinoma
hepatocelular humano (v.g., Hep G2) e um conjunto vasto de

outras linhagens de células

ii. Sistemas de baculovirus

Também ¢é possivel inserir um polinucledtido que
codifique o conférmero F num vector adequado de expressao de
insectos funcionalmente ligado aos elementos de controlo
dentro desse vector. Para a construgcao do vector sao
utilizadas técnicas perfeitamente conhecidas na
especialidade. De um modo geral, os componentes do sistema de
expressao compreendem um vector de transferéncia, normalmente
um plasmideo bacteriano, que contém simultaneamente um
fragmento do genoma do baculovirus e um local de reconstrugéo
conveniente para a insercao do gene ou genes heterdlogos que
irao ser expressos; um baculovirus de tipo caracteristico
natural, com uma sequéncia homdéloga a do fragmento especifico
do baculovirus no vector de transferéncia (isto permite a
recombinagdo homologa do gene heterélogo no genoma do
baculovirus); e células hospedeiras adequadas de insectos e

meios de crescimento. Apds a insercao da sequéncia de ADN que
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codifica a proteina no vector de transferéncia, este vector e
o) genoma  viral de tipo caracteristico natural Sao
transfectados para uma célula hospedeira de um insecto onde
ira ter lugar a recombinagao do vector e do genoma viral. O
virus recombinante condicionado ¢é expresso e as placas
recombinantes sao identificadas e purificadas. Os materiais e
oS processos para oS sistemas de expressao de
baculovirus/células de insectos estao disponiveis nos
circuitos comerciais sob a forma de estojos, inter alia, oS
da Invitrogen, San Diego CA (estojo "MaxBac"). Estas técnicas
sao vulgarmente conhecidas pelos especialistas na matéria e
estao perfeitamente descritas na obra de Summers e Smith,
'Texas Agricultural Experiment Station Bulletin No. 1555
(1987) " (doravante designada por "Summers e Smith").

Antes de se inserir a sequéncia de ADN que codifica a
proteina no genoma do baculovirus, os componentes descritos
supra, compreendendo um promotor, uma sequéncia lider (se
desejado), uma sequéncia codificadora relevante e a
sequéncia de terminagao da transcrigao, sao normalmente
montados numa construcado intermédia de translocagao (vector
de transferéncia). Esta construgao pode conter um sé gene e
elementos reguladores funcionalmente ligados; genes
multiplos, cada um deles com o seu conjunto prdéprio de
elementos reguladores funcionalmente ligados; ou genes
miltiplos, regulados pelo mesmo conjunto de elementos
reguladores. As construgdes intermédias de translocagao sao
mantidas, normalmente, num replicao, tal como um elemento
extracromossdémico (v.g., plasmideos) capaz de se manter
estavelmente num hospedeiro, tal como uma bactéria. O

replicdo ira ter um sistema de replicacao, permitindo assim
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que este se mantenha num hospedeiro conveniente para
clonagem e amplificacao.

Presentemente, e} vector de transferéncia mais
vulgarmente utilizado para introduzir genes exdgenos no
ACNPV é o pAc373. Também foram ja concebidos e delineados
muitos outros vectores conhecidos pelos especialistas na
matéria. Como exemplo de tais vectores refere-se o pVL985
(que altera o codao iniciador da poliedrina, de ATG para
ATT, e que introduz wum local de clonagem de BamHI a
distédncia de 32 pares de bases a jusante do ATT (Luckow e
Summers, Virology (1989) 17:31).

O plasmideo também contém, normalmente, o sinal de
polidenilagao da poliedrina (Miller et al. (1988) Ann. Rev.
Microbiol., 42:177), um gene procaridético de resisténcia a
ampicilina (amp) e uma origem de replicagao para selecgao e
propagagao em E. coli.

Os vectores de transferéncia de baculovirus contém,
normalmente, um promotor de baculovirus. Um promotor de
baculovirus é uma sequéncia de ADN capaz de se ligar a uma
polimerase do ARN de baculovirus e de iniciar a transcrigéo
a Jjusante (de 5' para 3') de uma sequéncia codificadora
(v.g., um gene estrutural), para dar origem a ARNm. Um
promotor ird ter uma regido de inicio da transcrigao, que é
colocada normalmente em posicao proximal da extremidade 5
da sequéncia codificadora. Esta regido de inicio da
transcrigao compreende, normalmente, um local de ligacgao da
polimerase de ARN e um local de inicio da transcrigdo. Um
vector de transferéncia de baculovirus também pode possuir
um segundo dominio, designado por intensificador, gque, se

estiver ©presente, estda normalmente em posigdo distal
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relativamente ao gene estrutural. A expressao pode ser
regulada ou constitutiva.

Os genes estruturais, abundantemente transcritos em
momentos tardios num ciclo de infecg¢ao viral, proporcionam
sequéncias promotoras particularmente uUteis. Como exemplos
refere-se as sequéncias obtidas a partir do gene due
codifica a proteina poliedrina viral (Friesen et al.,
(1986) The Regulation of Baculovirus Gene Expression, em:
The Molecular Biology of Baculoviruses (ed. Walter
Doerfler); EPO Publ. Nos. 127 839 e 155 476) e o gene due
codifica a proteina pl0 (Vliak et al., (1988), J. Gen.
Virol. 69:765).

O ADN gque codifica sequéncias de sinal convenientes
pode ser obtido a partir de genes para proteinas de
baculovirus ou segregadas por insectos, tais como o gene da
poliedrina de Dbaculovirus (Carbonell et al. (1988) Gene,
73:409). Em alternativa, uma vez dque o0s sinais para as
modificagdes pods-traduccionais em células de mamiferos
(tais como a clivagem de um péptido de sinal, a clivagem
proteolitica e fosforilagao) parecem ser reconhecidos pelas
células de 1insectos, e o0s sinais necessarios para a
secrecgao e acumulacgao nuclear também parecem ser
conservados entre células de invertebrados e células de
vertebrados, entdao as sequéncias lideres com origem
diferente dos insectos, tais como as obtidas a partir de
genes que codificam o interferao O humano (Maeda et al.,
(1985), Nature 315:592), o péptido libertador da gastrina
humana (Lebacg-Verheyden et al., (1988), Molec. Cell. Biol.
8:3129), a IL-2 humana (Smith et al., (1985) Proc. Nat’l
Acad. Sci. USA, 82:8404), a IL-3 de murganho (Miyajima et

al., (1987) Gene 58:273), e a glucocerebrosidase humana
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(Martin et al. (1988) DNA, 7:99) também podem ser
utilizados para favorecer a secregao em insectos.

Uma poliproteina ou um polipeptido recombinante pode
ser expresso intracelularmente ou, se for expresso com as
sequéncias reguladoras convenientes, pode ser segregado.
Uma boa expressao intracelular de proteinas exdgenas nao
fundidas exige, normalmente, a utilizacao de genes
heterdlogos que possuam, idealmente, uma sequéncia lider
curta que contenha sinais adequados de inicio da traducéao,
precedendo um sinal iniciador de ATG. Se desejado, o
residuo metionina no terminal N pode ser clivado para fora
da proteina madura por incubacdao in vitro com brometo de
cianogénio.

Em alternativa, as proteinas ou poliproteinas
recombinantes, gue nao sejam naturalmente segregadas, podem
ser segregadas a partir de células de insectos, mediante a
criagdao de moléculas de ADN qgquimérico que codifiquem uma
proteina de fusao constituida por um fragmento de uma
sequéncia lider que favoregca a secrecgcao da proteina
exdgena em insectos. O fragmento da sequéncia lider
codifica, normalmente, um péptido de sinal constituido por
aminoacidos hidrofdébicos, que comanda a trabslocagao da
proteina para dentro do reticulo endoplasmico.

Apds a insercao da sequéncia de ADN e/ou do gene que
codifica o precursor do produto de expressao da proteina,
uma célula de insecto hospedeira ¢é co-transformada com o
ADN heterdlogo do vector de transferéncia e com o ADN
gendémico do baculovirus de tipo caracteristico natural -
normalmente por co-transfecg¢ao. A sequéncia do promotor e
de terminacgdo da transcricao da construgdo ira compreender,

normalmente, uma seccao de 2 a 5 kb do genoma do
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baculovirus. 0Os processos para introduzir ADN heterdélogo no
local desejado no baculovirus Sao conhecidos na
especialidade (Ver Summers e Smith supra; Ju et al. (1987);
Smith et al., Mol. Cell. Biol. (1983) 3:2156; e Luckow e
Summers (1989)). Por exemplo, a insercao pode ser feita num
gene, tal como o gene da poliedrina, por recombinacgao
duplamente cruzada homdéloga; a insercao também pode ser
feita num local de uma enzima de restrigao manipulada
artificialmente no gene do baculovirus desejado (Miller et
al., (1989), Bioessays 4:91). A sequéncia de ADN, guando
clonada em vez do gene da poliedrina no vector de
expressao, ¢é flanqueada tanto em 5' como em 3' pelas
sequéncias especificas da poliedrina e fica colocada a
jusante do promotor da poliedrina.

O vector de expressao de baculovirus recém-formado é
depois acondicionado num baculovirus recombinante
infeccioso. A  recombinacgao homéloga ocorre com  uma
frequéncia baixa (entre cerca de 1% e cerca de 5%); assim,
na sua maioria, os virus produzidos apdés a co-transfeccao
continuam a ser virus de tipo caracteristico natural. Deste
modo, € necessario um processo para identificar virus
recombinantes. Uma vantagem do sistema de expressao é uma
pesquisa visual que permita distinguir virus recombinantes.
A proteina poliedrina, que é produzida pelo virus natural,
¢ produzida com niveis muito elevados nos nucleos das
células infectadas, em momentos tardios apds a infeccgao
viral. A proteina poliedrina acumulada forma corpos de
oclusao gue contém também particulas fixadas. Estes corpos
de oclusao, com dimensbes de 15 pym, sao muitissimo
refracteis, o que lhes da um aspecto brilhante e polido que

é facilmente visualizado ao microscépio déptico. As células
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infectadas com virus recombinantes faltam-lhes os corpos de
oclusao. Para se distinguir entre virus recombinantes e
virus de tipo caracteristico natural, aplica-se o)
sobrenadante de transfecgdao sobre placas numa monocamada de
células de insectos, por meio de técnicas perfeitamente
conhecidas pelos especialistas na matéria. Concretamente,
as placas sao vistas e analisadas ao microscoépio dptico
para se pesguisar a presenga (sinal indicativo de virus de
tipo caracteristico natural) ou a auséncia (sinal
indicativo de virus recombinantes) de corpos de ocluséao
(Current Protocols in Microbiology, Vol. 2 (Ausubel et al.
eds) em 16.8 (Supp. 10, 1990); Summers e Smith, supra;
Miller et al. (1989)).

Foram desenvolvidos vectores de expressao de
baculovirus recombinantes para infecg¢ao de diversas células
de insectos. Por exemplo, foram desenvolvidos baculovirus
recombinantes, inter alia, para as seguintes espécies:
Aedes aegypti, Autographa californica, Bombyx  mori,
Drosophila melanogaster, Spodoptera frugiperda e
Trichoplusia ni (WO 89/046699; Carbonell et al., (1985) J.
Virol. 56:153; Wright (1986) Nature 321:718; Smith et al.,
(1983) Mol. Cell. Biol. 3:2156; e ver, de uma forma geral,
Fraser et al. (1989) In Vitro Cell. Dev. Biol. 25:225).

As células e os meios de cultura de células estéao
disponiveis nos circuitos comerciais, tanto para a expressao
directa como para a expressao por fusdo de polipéptidos
heterdlogos num sistema de expressao/baculovirus; a
tecnologia de cultura de células ¢é, geralmente, conhecida
pelos especialistas na matéria. Ver, v.g., Summers e Smith

supra.
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As células de insectos modificadas podem ficar depois
a desenvolver-se num meio nutriente conveniente que permita
uma manutengcdo estavel dos plasmideos presentes nos
insectos hospedeiros modificados. Se o gene, produto de
expressao, estiver sob controlo induzivel, o hospedeiro
pode ficar a desenvolver-se até atingir uma elevada
densidade e a expressao ser induzida. Em alternativa, se a
expressdo for constitutiva, 1ira ter lugar continuamente a
expressao do produto no meio e por 1isso o meio nutriente
tem de circular continuamente enquanto se val removendo o
produto relevante e acrescentando os nutrientes consumidos.
O produto pode ser purificado por técnicas tais como as
cromatograficas, v.g., HPLC, cromatografia de afinidade,
cromatografia de permuta de 1ides, etc.; por electroforese;
por centrifugacgcao em gradiente de densidade; por extraccgao
com solventes e nao sé. Conforme apropriado, o produto pode
ser ainda mais purificado, na medida do necessario, por
forma a remover-se praticamente todas as proteinas de
insectos que também sao segregadas no meio ou que resultem
da destruicao das células dos insectos, de modo a obter-se
um produto que esteja pelo menos praticamente isento de
residuos do hospedeiro, V.g., proteinas, lipidos e
polissacarideos.

Para se obter a expressao de proteinas mantém-se as
células hospedeiras recombinantes, obtidas a partir dos
transformantes, a incubar em condigdes qgue permitam a
expressao da sequéncia que codifica a proteina recombinante.
Estas condigdes irdo variar em funcao da célula hospedeira
seleccionada. No entanto, as condigdes sao facilmente
determinaveils pelos especialistas na matéria, com base em

preceitos conhecidos na especialidade.
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iii. Sistemas vegetais

Sao conhecidos na especialidade inUmeros sistemas de
culturas de células vegetais e sistemas de expressao
genética de plantas inteiras. Como exemplos de sistemas de
expressao genética de células vegetais refere-se o0s
descritos em patentes de invencgao tais como: US 5 693 506,
US 5 659 122 e US 5 608 143. Outros exemplos de expressao
genética em culturas de células de plantas sao os que foram
descritos por Zenk, Phytochemistry 30:3861- 3863 (1991).
Para além das referéncias indicadas supra, é possivel
encontrar outras descrigdes de péptidos de sinal de
proteinas de plantas nas obras de Vaulcombe et al., Mol.
Gen. Genet. 209:33-40 (1987); Chandler et al., Plant
Molecular Biology 3: 407-418 (1984); Rogers, J. Biol. Chem.
260:3731-3738 (1985); Rothstein et al., Gene 55:353-356
(1987); Whittier et al., Nucleic Acids Research 15:2515-
2535 (1987); Wirsel et al., Molecular Microbiology 3:3-14
(1989); e Yu et al., Gene 122:247-253 (1992). E possivel
encontrar uma descrigao da regulagao da expressao do gene
vegetal pela hormona vegetal, do acido gibrélico e das
enzimas segregadas induzidas pelo acido gibrélico na obra
de R.L. Jones e J. MacMillin, Gibberellins: em: Advanced
Plant Physiology, Malcolm B. Wilkins, ed., 1984 Pitman
Publishing Limited, London, pp. 21-52. Referéncias que
descrevem outros genes regulados metabolicamente: Sheen,
Plant Cell, 2:1027-1038 (1990); Maas et al., EMBO J. 9:
3447-3452 (1990); Benkel e Hickey, Proc. Natl. Acad. Sci.
84:1337-1339(1987)



38

Tipicamente, utilizando técnicas conhecidas na
especialidade, insere-se uma sequéncia polinucleotidica
desejada numa cassete de expressao que compreenda elementos
reguladores genéticos concebidos e delineados para
funcionamento em plantas. A cassete de expressao € inserida
num vector de expressao desejado, com sequéncias companheiras
a montante e a jusante da cassete de expressao adequada para
expressao num hospedeiro vegetal. As sequéncias companheiras
irdo ser de origem plasmidica ou viral e irdo proporcionar as
caracteristicas necessarias ao vector para permitir que os
vectores desloquem ADN de um hospedeiro de clonagem original,
tal como uma bactéria, para o hospedeiro vegetal desejado. A
construgado basica bacteriana/vector vegetal ira proporcionar,
preferencialmente, um conjunto vasto de origens de replicagao
de hospedeiros procariotas; um  marcador seleccionavel
procariota; e, para transformagdes com Agrobacterium,
sequéncias de ADN T para transferéncias, mediadas por
Agrobacterium, para cromossomas das plantas. Se nado for facil
manipular o gene heterdlogo para efeitos de detecgao, a
construcdo ira ter também, preferencialmente, um  gene
marcador seleccionavel adequado para determinar se uma célula
vegetal foi transformada. Uma obra genérica sobre marcadores
adequados, por exemplo, para os membros da familia das
gramineas, ¢é a de Wilmink e Dons, 1993, Plant Mol. Biol.
Reptr, 11 (2): 165-185.

Também sao recomendadas as sequéncias adequadas para
permitir a integracao da sequéncia heterdéloga no genoma
vegetal. Tais sequéncias podem compreender as sequéncias do
transposao e semelhantes para recombinacao homdéloga, e
também as sequéncias de Ti gque permitem a insercao

aleatdria de uma cassete de expressao heterdloga num genoma
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vegetal. Os marcadores seleccionaveis de procariotas
adequados compreendem os da resisténcia aos antibidticos,
tais como a ampicilina ou a tetraciclina. Conforme é sabido
na especialidade, também podem estar presentes no vector
outras sequéncias de ADN codificadoras de outras fungdes.

As moléculas de acidos nucleicos que codificam o
objecto da invencdao podem ser incluidas numa cassete de
expressao Ppara a expressao das proteinas relevantes.
Normalmente, ira haver apenas uma cassete de expressao,
embora sejam possiveis duas ou mais. A cassete de expressao
recombinante ira conter, para além da sequéncia codificadora
da proteina heterdloga, os elementos seguintes: uma regiao
promotora, sequéncias vegetais nao traduzidas de 5', um
codao iniciador, dependendo isso da possibilidade de o gene
estrutural estar ou nao equipado com um, e uma sequéncia de
terminagao da transcrigao e tradugao. Os locais exclusivos
das enzimas de restrigcao nas extremidades 5' e 3' da cassete
permitem uma insergdo facil num vector preexistente.

Uma sequéncia codificadora heterdloga pode sé-lo para
qualquer proteina conotada com a presente invencao. A
sequéncia que codifica a proteina relevante ira codificar
um péptido de sinal gque permite o processamento e a
translocacao da proteina, conforme adequado, e normalmente
faltar-lhe-a qualquer sequéncia dgue possa determinar a
ligagao da proteina desejada da invengao a uma membrana.
Uma vez que a regiao de inicio da transcrigao, em termos
essenciais, irda ser para um gene que €& expresso e
translocado durante a germinacao, ao utilizar-se o péptido
de sinal que favorece a translocagao, isso vai facilitar
também a translocacgdao da proteina relevante. Deste modo, as

proteinas relevantes irdo ser translocadas das células onde
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sao expressas e podem ser facilmente colhidas. A secrecgao
tipica em sementes faz-se através da aleurona ou camada
epitelial escutelar, para dentro do endoesperma da semente.
Embora nao seja imperativo que a proteina seja segregada a
partir de células em que essa proteina é produzida, isso
ird facilitar o isolamento e a purificagao da proteina
recombinante.

Uma vez gue a expressao final do produto génico
desejado ira ter lugar numa célula eucaridtica, & desejavel
determinar se ha alguma parte do gene clonado que contenha
sequéncias que 1irao ser processadas como intrdes pela
maquinaria spliceossdémica do hospedeiro. Se houver, é
possivel executar uma mutagénese da regidao do "intrao",
dirigida ao local, para evitar perder uma parte da mensagem
genética sob a forma de um cddigo de intrao falso (Reed e
Maniatis, Cell 41:95-105, 1985).

O vector pode ser microinjectado directamente em
células vegetails, mediante a wutilizacdo de micropipetas
adequadas para transferir mecanicamente o ADN recombinante
(Crossway, Mol. Gen. Genet, 202:179-185, 1985). O material
genético também pode ser transferido para a célula vegetal,
utilizando polietileno-glicol (Krens, et al., Nature, 296,
72-74, 1982). Um outro processo para a introdugao de
segmentos de acidos nucleicos é a penetracgdo balistica por
meio de particulas pegquenas a alta velocidade, com o acido
nucleico contido na matriz de particulas ou esférulas
pequenas, ou sobre a superficie (Klein, et al., Nature,
327, 70-73, 1987 and Knudsen and Muller, 1991, Planta,
185:330-336), estando explicitados nestas obras os
preceitos para bombardear com particulas o endoesperma de

cevada para a criacdao de cevada transgénica. Um outro
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processo de introducao seria a fusao de protoplastos com
outras entidades, sejam elas minicélulas, células,
lisossomas ou outros corpos fundiveis recobertos com
lipidos, Fraley, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 79,
1859-1863, 1982.

O vector também pode ser introduzido em células
vegetais por electroporagao (Fromm et al., Proc. Natl Acad.
Sci. USA 82:5824, 1985). De acordo com esta técnica, os
protoplastos vegetais sao objecto de electroporagao na
presenca de plasmideos gque contém a construgdo génica. Os
impulsos eléctricos de campo de elevada intensidade
permeabilizam, reversivelmente, membranas gue permitem a
introdugao dos plasmideos. Os protoplastos vegetais que
resultem da electrooporagao reformam a parede celular,
dividem-se e formam borreletes vegetais.

Todas as plantas a partir das quais seja possivel
isolar protoplastos e crida-los em cultura para se obter
plantas regeneradas inteiras podem ser transformadas de
acordo com a presente invengao, sendo recuperadas plantas
inteiras que contém o gene transferido. Sabe-se que
praticamente todas as plantas podem ser regeneradas a
partir de tecidos ou células em cultura, incluindo, mas sem
nenhuma limitacdo, a totalidade das espécies principais de
cana de aguUcar, beterraba sacarina, planta do algodao,
arvores de fruto e outras 4rvores, legumes e vegetais.
Algumas plantas com interesse sao, por exemplo, espécies do
géneros Fragaria, Lotus, Medicago, Onobrychis, Trifolium,
Trigonella, Vigna, Citrus, Linum, Geranium, Manihot,
Daucus, Arabidopsis, Brassica, Raphanus, Sinapis, Atropa,
Capsicum, Datura, Hyoscyamus, Lycopersion, Nicotiana,

Solanum, Petunia, Digitalis, Ma jorana, Cichorium,
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Helianthus, Lactuca, Bromus, Asparagus, Antirrhinum,
Hererocallis, Nemesia, Pelargonium, Panicum, Pennisetum,
Ranunculus, Senecio, Salpiglossis, Cucumis, Browaalia,
Glycine, Lolium, Zea, Triticum, Sorghum e Datura.

As metodologias para a regeneracao variam de espécie
para espécie de plantas, mas ministra-se primeiro,
geralmente, uma suspensao de protoplastos transformados que
contenham cépias do gene heterdlogo. Forma-se tecido de
borrelete e é possivel induzir a formagdo de rebentos a
partir do borrelete, o0s dquais sao depois enraizados. Em
alternativa, ¢é possivel induzir a formagado de embrides a
partir da suspensao de protoplastos. Estes embrides
germinam como embrides naturais para formarem plantas. Os
meios de cultura irao conter geralmente diversos
aminocacidos e hormonas, tais como auxina e citoquinas.
Também ¢ vantajoso acrescentar ao meio acido glutdmico e
prolina, especialmente para espécies como o milho e a
luzerna. Normalmente, os rebentos e as raizes desenvolvem-—
se em simultaneidade. A regeneracao eficiente irad depender
do meio, do genotipo e da histdéria da cultura. Se estas
trés varidveis estiverem controladas, entdo a regeneracao é
totalmente reproduzivel e repetivel.

Em alguns sistemas de culturas de células vegetails, a
proteina desejada da invencao pode ser excretada ou, em
alternativa, a proteina pode ser extraida a partir da
planta inteira. Se a proteina desejada da invencao for
segregada para dentro do meio, pode ser colhida. Em
alternativa, os embrides e meias sementes sem embriao ou
outros tecidos vegetais podem ser desmembrados
mecanicamente para libertarem todas as proteinas segregadas

entre células e tecidos. A mistura pode ser colocada em



43

suspensao numa solugao tampao para recuperacgao de proteinas
sollveis. Depois sao praticados processos convencionais
para isolar e purificar proteinas com a finalidade de se
conseguir purificar a proteina recombinante. Os parametros
de tempo, temperatura, pH, oxigénio e volume irao ser
ajustados por processos vulgarmente conhecidos, para
optimizacao da expressao e recuperagao da proteina

heterdloga.

iv. Sistemas bacterianos

As técnicas de expressao bacterianas sao conhecidas na
especialidade. Um promotor bacteriano é uma sequéncia de
ADN capaz de se ligar a polimerase do ARN bacteriano e
iniciar a transcrigao, a Jjusante (3') de uma sequéncia
codificadora (v.g., um gene estrutural), em ARNm. Um
promotor ira ter uma regido de inicio de transcrigao que é
colocada, normalmente, em posicao proximal da extremidade
5'" da sequéncia codificadora. Esta regiao de inicio da
transcrigao compreende, normalmente, um local de ligacgao da
polimerase de ARN e um local de inicio da transcrigdo. Um
promotor bacteriano também pode possuir um segundo dominio
conhecido pela designagao de operador que pode sobrepor-se
a um local adjacente de ligacgao da polimerase de ARN onde
comeca a sintese do ARN. O operador permite a transcricgao
regulada negativa (induzivel), uma vez gue uma proteina
repressora de genes pode ligar-se ao operador e 1inibir,
consequentemente, a transcrigao de um gene especifico. A
expressao constitutiva pode ocorrer na auséncia de
elementos reguladores negativos, tais como o operador. Além

disso, € possivel conseguir uma regulagdo positiva por meio
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de uma sequéncia de ligacao de uma proteina activadora de
genes, a qual, se estiver presente, estard normalmente em
posicdo proximal (5’) relativamente a sequéncia se ligacao
da polimerase do ARN. Um exemplo de uma proteina activadora
de um gene é a proteina activadora dos catabolitos (CAP)
que ajuda a iniciar a transcrigcao do operao lac em
Escherichia coli (Raibaud et al. (1984) Annu. Rev. Genet.
18:173). Deste modo, a expressao regulada pode ser positiva
ou negativa, ©pelo que podera reforgcar ou reduzir a
transcricgao.

As sequéncias que codificam as enzimas das vias
metabdlicas constituem e proporcionam sequéncias promotoras
particularmente ateis. Como exemplos refere-se as
sequéncias promotoras obtidas a partir das enzimas
metabolizadoras dos agUcares, tais como galactose, lactose,
(lac) (Chang et al. (1977) Nature 198:1056) e maltose.
Outros exemplos sao as sequéncias promotoras obtidas a
partir de enzimas biossintéticas, tais como triptofano
(trp) (Goeddel et al. (1980) Nuc. Acids Res. 8:4057;
Yelverton et al. (1981) Nucl. Acids Res. 9:731; patente de
inveng¢ao norte-americana n° 4 738 921; documentos EP-A-

0036776 e EP-A- 0121775); e o sistema promotor da pB-

lactamase (bla) (Weissmann (1981) "The cloning of
interferon and other mistakes."™ Em Interferon 3 (ed. 1.
Gresser)). Os sistemas promotores de bacteridéfago A PL

(Shimatake et al. (1981) Nature 292:128) e T5 (patente de
invencao norte-americana n° 4 689 406) também proporcionam
sequéncias promotoras uteis.

Além disso, os promotores sintéticos que nao existem
na natureza também funcionam como promotores bacterianos.

Por exemplo, as sequéncias de activacao da transcricao de
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um promotor bacteriano ou bacteridéfago podem ser unidas com
as sequéncias dos operdes de um outro promotor bacteriano
ou bacteridéfago, criando um promotor hibrido sintético
(patente de invengao norte-americana n° 4 551 4331). Por
exemplo, o promotor tac ¢é um promotor hibrido trp-lac
constituido simultaneamente pelas sequéncias do promotor
trp e do operdao lac gque ¢é regulado pelo repressor lac
(Amann et al. (1983) Gene 25:167; de Boer et al. (1983)
Proc. Natl. Acad. Sci. 80:21). Além disso, um promotor
bacteriano pode conter promotores gque ocorram nhaturalmente,
de origem nao bacteriana, dgque tenham a aptidao de se
ligarem a polimerase do ARN Dbacteriano e iniciarem a
transcrigao. Um promotor gue ocorra naturalmente, de origem
nao bacteriana, também pode ser acoplado a uma polimerase
de ARN compativel ©para ©produzir niveis elevados de
expressao de alguns genes em procariotas. O sistema
promotor/polimerase de ARN do bacteridfago T7 & um exemplo
de um sistema promotor acoplado (Studier et al. (1986) J.
Mol. Biol. 189:113; Tabor et al. (1985) Proc Natl. Acad.
Sci. 82:1074). Além disso, um promotor hibrido também pode
ser constituido por um promotor de bacteridéfago e por uma
regiao do operador de E. coli (EPO-A-0 267 851).

Para além de uma sequéncia promotora activa, um local
de ligagao ribossdémico eficiente também ¢é Util para a
expressao de genes exdgenos em procariotas. Em E. coli, o
local de ligacadao ribossdémico € designado por sequéncia de
Shine-Dalgarno (SD) e compreende um cddao iniciador (ATG) e
uma sequéncia com um comprimento de 3 a 9 nucledtidos
localizada a uma disténcia de 3 a 11 nucledtidos a montante
do cdédao iniciador (Shine et al. (1975) Nature 254:34).

Presume-se que a sequéncia de SD favoreca a ligagao do ARNm



46

ao ribossoma pelo facto de emparelhar as Dbases entre a

sequéncia de SD e a extremidade 3' do ARNr de FE. coli 168

(Steitz et al. (1979) "Genetic signals and nucleotide
sequences in messenger RNA." Em Biological Regulation and
Development: Gene Expression (ed. R.F. Goldberger)). Para

expressao de genes eucaridticos e genes procaridticos com
um local de 1ligagao ribossémica fraca: (Sambrook et al.
(1989) "Expression of cloned genes in Escherichia coli." In
Molecular Cloning: A Laboratory Manual).

Uma molécula de ADN pode ser expressa
intracelularmente. Uma sequéncia promotora pode ser ligada
directamente a molécula de ADN, caso em que o primeiro
aminodcido no terminal N ird ser sempre metionina que ¢é
codificada pelo cé6dao iniciador ATG. Se desejado, o
aminodcido metionina no terminal N pode ser c¢livado a
partir da proteina por incubagao in vitro com brometo de
cianogénio ou por incubag¢ao in vivo ou in vitro com uma
peptidase bacteriana de metionina no terminal N (EPO-A-0
219 237).

As proteinas de fusdo constituem uma alternativa a
expressao directa. Normalmente, utiliza-se uma sequéncia de
ADN, que codifica a porcgao do terminal N de uma proteina
bacteriana enddgena, ou de outra proteina estavel, que é
fundida com a extremidade 5' das sequéncias codificadoras
heterdlogas. Apds a expressao, esta construgao ira
proporcionar uma fusdo de duas sequéncias de aminoacidos.
Por exemplo, o gene das células do bacteriéfago A pode ser
ligado ao terminal 5' de um gene exdégeno e exXpresso na
bactéria. A proteina de fusao resultante conserva,
preferencialmente, um local para gue uma enzima de

processamento (factor Xa) clive a proteina do bacteridéfago
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a partir do gene exdgeno (Nagaili et al. (1984) Nature
309:8101). Também é possivel preparar proteinas de fusao
com sequéncias provenientes dos genes lacZz (Jia et al.
(1987) Gene 60:197), trpE (Allen et al. (1987) J.
Biotechnol. 5:93; Makoff et al. (1989) J. Gen. Microbiol.
135:11), e Chey (EP-A-0 324 647). A sequéncia de ADN na
juncdo das duas sequéncias de aminodcidos pode codificar ou
nao um local de clivagem. Um outro exemplo é uma proteina
de fusao de ubiquitina. Tal proteina de fusao é preparada
com a regiao de ubigquitina que conserve, preferencialmente,
um local para uma enzima de processamento (v.g., uma
protease para processamento especifico de ubiquitina) para
clivar a ubigquitina a partir da proteina exdgena. Gracgas a
este processo, é possivel isolar a proteina exdgena nativa
(Miller et al. (1989) Biotechnology 7:698).

Em alternativa, as proteinas exdgenas também podem ser
segregadas a partir da célula, criando moléculas de ADN
gquimérico que codifiguem uma proteina de fusdo que compreenda
um fragmento de uma sequéncia do péptido de sinal que
favoreca a secregao da proteina exdgena na bactéria (patente
de 1invengao norte-americana n°® 4 336 336). O fragmento da
sequéncia de sinal codifica, normalmente, um péptido de sinal
constituido por aminodcidos hidrofdbicos que comandam a
secrecao da proteina a partir da célula. A proteina ou é
segregada para dentro dos meios de desenvolvimento e
crescimento (bactérias gram-positivas) ou para dentro do
espago periplasmico localizado entre as membranas interior e
exterior da célula (bactérias gram-negativas) . De
preferéncia, ha locais de processamento que podem ser
clivados tanto in vivo como in vitro, codificados entre o

fragmento do péptido de sinal e o gene exdgeno.



48

O ADN que codifica sequéncias de sinal adequadas pode
ser obtido a partir de genes para as proteinas bacterianas
segregadas, tais como o gene da proteina da membrana
exterior de E. coli (ompA) (Masui et al. (1983), em:
Experimental Manipulation of Gene Expression; Ghrayeb et
al. (1984) EMBO J. 3:2437) e a partir da sequéncia de sinal
da fosfatase alcalina de E. coli (phoA) (Oka et al. (1985)
Proc. Natl. Acad. Sci. 82:7212). De acordo com um outro
exemplo, a sequéncia de sinal do gene da O-amilase, de
diversas estirpes de Dbacilos, pode ser utilizada para
segregar proteinas heterdlogas a partir de B. subtilis
(Palva et al. (1982) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79:5582;
EP-A-0 244 042).

Normalmente, as sequéncias de terminagao da transcrigao,
reconhecidas pelas bactérias, sao regiodes reguladoras
localizadas do lado de 3' relativamente ao cdédao de
terminacao da tradugao e consequentemente estao Jjuntas ao
promotor que flanqueia a sequéncia codificadora. Estas
sequéncias comandam a transcricao de um ARNm dque pode ser
traduzido no polipeptido codificado pelo ADN. As sequéncias
de terminacdao da transcricao compreendem frequentemente
sequéncias de ADN com cerca de 50 nucledtidos capazes de
formarem estruturas fechadas indiferenciadas que ajudam a
terminar a transcricao. Como exemplos refere-se as sequéncias
de terminacgdo da transcricao obtidas a partir de genes com
promotores fortes, tais como o gene trp em E. coli e também

outros genes biossintéticos.

Normalmente, 0s componentes descritos supra,
compreendendo um promotor, uma sequéncia de sinal (se
desejado), uma sequéncia codificadora relevante e uma

sequéncia de terminacao da transcrigao, sao colocados
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conjuntamente em construgdes de expressao. As construgdes
de expressao sao mantidas frequentemente num replicao, tal
como um elemento extracromossémico (v.g., plasmideos) capaz
de se manter estavelmente num hospedeiro, tal como uma
bactéria. O replicdo ira ter um sistema de replicacdo, o
que vai permitir que se mantenha num  hospedeiro
procaridtico para expressao ou para clonagem e
amplificacao. Além disso, um replicao pode ser um plasmideo
de elevado ou diminuto nUmero de cépias. Um plasmideo de
elevado numero de cdpias 1ira te um nUmero de copias
compreendido entre cerca de 5 e cerca de 200 e normalmente
entre cerca de 10 e cerca de 150. Um hospedeiro dque
contenha um plasmideo de elevado numero de cdpias ira
conter, preferencialmente, pelo menos cerca de 10 e mais
preferencialmente pelo menos cerca de 20 plasmideos. E
possivel seleccionar um vector de elevado ou de diminuto
numero de cédpias, dependendo isso do efeito do vector e da
proteina exdgena no hospedeiro.

Em alternativa, as construgdes de expressao podem ser
integradas no genoma bacteriano com um vector integrador. Os
vectores integradores contém, normalmente, pelo menos uma
sequéncia homdéloga relativamente ao cromossoma bacteriano,
que permite integrar o vector. Presume-se que as integragdes
resultem de recombinag¢gbdes entre ADN homdélogo no vector e o
cromossoma bacteriano. Por exemplo, 0os vectores
integradores, construidos com ADN proveniente de diversas
estirpes de bacilos, integram-se nos cromossomas dos bacilos
(EP-A-0 127 328). 0Os vectores integradores também podem
compreender sequéncias de bacteridéfagos ou transposdes.

Normalmente, as construgdes de expressao

extracromossémicas e integradoras podem conter marcadores



50

seleccionaveis que permitam a selecgcao de estirpes
bacterianas que tenham sido transformadas. Os marcadores
seleccionaveis podem ser expressos no hospedeiro bacteriano
e podem conter genes gque fagam com gque a bactéria seja
resistente a farmacos, tais como ampicilina, cloranfenicol,
eritromicina, canamicina (neomicina) e tetraciclina (Davies
et al. (1978) Annu. Rev. Microbiol. 32:469). Os marcadores
seleccionaveis também podem compreender genes
biossintéticos, tais como os das vias biossintéticas de
histidina, triptofano e leucina.

Em alternativa, alguns dos componentes descritos supra
podem ser colocados conjuntamente em vectores de
transformagao. Os vectores de transformagao sao
constituidos, normalmente, por um marcador seleccionavel
que pode ser mantido num replicao, ou entao pode ser
desenvolvido um vector integrador, conforme descrito antes.

Foram ja desenvolvidos vectores de expressao e
transformagao, tanto vectores integradores como replicdes
extracromossémicos, para transformagdo dentro de inumeras
bactérias. Por exemplo, foram desenvolvidos vectores de
expressao, inter alia, para as bactérias seguintes:
Bacillus subtilis (Palva et al. (1982) Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 79:5582; EP-A-0 036 259 e EPA-0 063 953; WO
84/04541), Escherichia coli (Shimatake et al. (1981) Nature
292:128; Amann et al. (1985) Gene 40: 183; Studier et al.
(1986) J. Mol. Biol. 189:113; EP-A-0 036 776, EPA-0 136 829
e EP-A-0 136 907), Streptococcus cremoris (Powell et al.
(1988) Appl. Environ. Microbiol. 54:655), Streptococcus
lividans (Powell et al. (1988) Appl. Environ. Microbiol.
54:655) e Streptomyces lividans (patente de invencao norte-

americana n° 4 745 056).
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Os processos para introduzir ADN exdgeno em
hospedeiros bacterianos sao perfeitamente conhecidos na
especialidade e compreendem, normalmente, a transformacao
de bactérias tratadas com CaCl, ou com outros agentes, tais
como os catides divalentes e DMSO. O ADN também pode ser
introduzido em células bacterianas por electroporacgao. Os
procedimentos de transformagao variam, normalmente, com a
espécie bacteriana que se pretende transformar. Ver, v.g.,
(Masson et al. (1989) FEMS Microbiol. Lett. 60:273; Palva
et al. (1982) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79:5582; EP-A-0
036 259 e EP-A-0 063 953; WO 84/04541, Bacillus) {(Miller et
al. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. 85:856; Wang et al.
(1990) J. Bacteriol. 172:949, Campylobacter), (Cohen et al.
(1973) Proc. Natl. Acad. Sci. 69:2110; Dower et al. (1988)
Nucleic Acids Res. 16:6127; Kushner (1978) "An improved
method for transformation of Escherichia coli with ColEl-
derived plasmids. In Genetic Engineering: Proceedings of the
International Symposium on Genetic Engineering (eds. H.W.
Boyer e S. Nicosia); Mandel et al. (1970) J. Mol. Biol.
53:159; Taketo (1988) Biochim. Biophys. Acta 949:318;
Escherichia), (Chassy et al. (1987) FEMS Microbiol. Lett.
44:173, Lactobacillus), (Fiedler et al. (1988) Anal. Biochem
170:38, Pseudomonas), (Augustin et al. (1990) FEMS Microbiol.
Lett. 66:203, Staphylococcus), (Barany et al. (1980) J.
Bacteriol. 144:698; Harlander (1987) "Transformation of
Streptococcus lactis by electroporation, em: Streptococcal
Genetics (ed. J. Ferretti and R. Curtiss 111); Perry et al.
(1981) Infect. Immun. 32:1295; Powell et al.: (1988) Appl.
Environ. Microbiol. 54:655; Somkuti et al. (1987) Proc. 4th

Evr. Cong. Biotechnology 1:412, Streptococcus).
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v. Expressao de leveduras

Os sistemas de expressao de leveduras também sao
conhecidos pelos especialistas na matéria. Um promotor de
levedura € gqualquer sequéncia de ADN capaz de se ligar a
polimerase do ARN de levedura e de iniciar a transcrigéao a
jusante, no lado de 3', de uma sequéncia codificadora
(v.g., gene estrutural), originando ARNm. Um promotor ira
ter uma regido de inicio da transcrigcdo que ira estar
coocada, normalmente, em posigcdo proximal relativamente a
extremidade 5' da sequéncia codificadora. Esta regiao de
inicio da transcrigao compreende, normalmente, um local de
ligagao da polimerase de ARN (o bloco "TATA") e um local de
inicio da transcrigao. Um promotor de levedura também pode
possuir um segundo dominio conhecido pela designacao de
sequéncia activadora de montante (UAS), que, no caso de
estar presente, esta normalmente em posigdo distal
relativamente ao gene estrutural. A UAS permite a expressao
regulada (induzivel). A expressao constitutiva ocorre na
auséncia de uma UAS, mas pode ser melhorada com uma ou
varias UAS. A expressao regulada pode ser positiva ou
negativa, reforgando ou reduzindo assim a transcricgao.

Uma levedura ¢é um organismo fermentador com uma via
metabdlica activa, pelo que as sequéncias que codificam
enzimas na via metabdlica proporcionam sequéncias promotoras
particularmente Uteis. Como exemplos refere-se as seleccionadas
entre alcool-desidrogenase (ADH) (EP-A-0 284 044), enolase,
glucocinase, glucose-6-fosfato-isomerase, gliceraldeido-3-
fosfato-desidrogenase (GAP ou GAPDH) , hexocinase,
fosfofructocinase, 3-fosfoglicerato-mutase e piruvato-

cinase (PyK) (EPO-A-0 329 203). O gene de levedura PHO5,
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que codifica a fosfatase acidica, proporciona também
sequéncias promotoras uteis (Myanohara et al. (1983) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 80: 1).

Além disso, o0s promotores sintéticos que nao existem
na natureza funcionam também como promotores de leveduras.
Por exemplo, as sequéncias UAS de um promotor de levedura
podem ser unidas a regido de activagado da transcricao ou a
um outro promotor de leveduras, criando um promotor hibrido
sintético. Como exemplos de tais promotores hibridos
refere-se a sequéncia reguladora de ADH ligada a regido de
activagdao de transcrigao de GAP (patentes de invencgao
norte-americanas n°s 4 876 197 e 4 880 734). Como exemplos
de outros promotores hibridos refere-se os promotores que
sao constituidos pelas sequéncias reguladoras de qualguer
dos genes AD112, GAL4, GALIO ou PHO5, combinadas com a
regiao de activacao transcricional de um gene de uma enzima
glicolitica, tal como GAP ou PyK (EP-A-0 164 556). Além
disso, um promotor de levedura pode incluir promotores que
ocorram naturalmente, com origem diferente de leveduras,
que tenham aptiddo para se ligarem a polimerase do ARN de
leveduras e iniciarem a transcrigao. Como exemplos de tais
promotores refere-se, inter alia, os que constam das obras
seguintes: (Cohen et al. (1980) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
77:1078; Henikoff et al. (1981) Nature 283:835; Hollenberg
et al. (1981) Curr. Topics Microbiol. Immunol. 96:119;
Hollenberg et al. (1979) "The Expression of Bacterial
Antibiotic Resistance Genes 1in the Yeast Saccharomyces
cerevisiae,"™ em: Plasmids of Medical, Environmental and
Commercial Importance (eds. K.N. Timmis e A. Puhler);
Mercerau-Puigalon et al. (1980) Gene 11:163; Panthier et
al. (1980) Curr. Genet. 2:109).
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Uma molécula de ADN pode ser expressa
intracelularmente numa levedura. E possivel ligar uma
sequéncia promotora directamente a molécula de ADN, caso em
que o0 primeiro aminodcido no terminal N da proteina
recombinante ird ser sempre metionina que é codificada pelo
cédédo iniciador ATG. Se desejado, a metionina do terminal N
pode ser clivada para fora da proteina por incubacao 1in
vitro com brometo de cianogénio.

As proteinas de fusao proporcionam uma alternativa de
sistemas de expressdo de leveduras e também de sistemas de
expressao de mamiferos, baculovirus e bacterianos.
Normalmente, funde-se uma sequéncia de ADN codificadora da
parte do terminal N de uma proteina enddégena de levedura,
ou de outra proteina estavel, com a extremidade 5' das
sequéncias codificadoras heterdélogas. Apds a expressao,
esta construgdo 1ird proporcionar uma fusdo das duas
sequéncias de aminoacidos. Por exemplo, o gene de levedura,
ou o0 gene humano de superdxido-dismutase (SOD), pode ser
ligado ao terminal 5' de um gene exdégeno e expresso na
levedura. A sequéncia de ADN na jungao das duas sequéncias
de aminoacidos pode codificar ou nao um local clivavel.
Ver, v.g., o documento EP-A-0 196 056. Um outro exemplo é
uma proteina de fusao de ubiquitina. Uma tal proteina de
fusdao é feita com a regiao de ubiquitina gque conserva,
preferencialmente, um local para uma enzima de
processamento (v.g., a protease de processamento especifico
da ubiquitina) para clivar a ubigquitina a partir da
proteina exdégena. Gracas a este processo, € possivel entao
isolar proteinas exdgenas nativas (v.g., W088/024066).

Em alternativa, as proteinas exdgenas também podem ser

segregadas pela célula para dentro dos meios de
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desenvolvimento, c¢riando moléculas de ADN gquimérico que
codifiquem uma proteina de fusao constituida por um
fragmento de sequéncia lider que favoregca a secrecao da
proteina exdgena na levedura. De preferéncia, ha locais de
processamento codificados entre o fragmento da sequéncia
lider e o gene exdgeno gque podem ser clivados in vivo ou in
vitro. 0 fragmento da sequéncia lider codifica,
normalmente, um péptido de sinal constituido por
aminodcidos hidrofdbicos gque comandam a secregao da
proteina a partir da célula.

O ADN que codifica as sequéncias de sinal adequadas
pode ser obtido a partir de genes de proteinas de leveduras
segregadas, tais como o gene da invertase de leveduras (EP-
A-0 012 873; JPO. 62,096,086) e o gene do factor A (patente
de invengao norte-americana n° 4 588 684). Em alternativa,
existem sequéncias lideres de origem diferente de
leveduras, tais como uma sequéncia lider de interferao, que
favorecem também a secrecao em leveduras (EP-A-0 060 057).

Uma classe preferencial de sequéncias lideres de
secregcao ¢é aquela que utiliza um fragmento do gene do
factor o de leveduras, o qual contém simultaneamente uma
sequéncia de sinal "pre" e uma regiao "pro". Os tipos de
fragmento de factor O que podem ser utilizados compreendem
a sequéncia lider do factor o pre-pro de comprimento
completo (cerca de 83 residuos aminoacidos) e também as

sequéncias lideres do factor o truncado (contendo
normalmente entre cerca de 25 e cerca de 50 residuos
aminoacidos) (patentes de invengao norte-americanas n°s 4
546 083 e 4 870 008; documento EP-A-0 324 274). Outras

sequéncias lideres que utilizam o fragmento de sequéncia

lider do factor a que favorece a secregao compreendem as
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sequéncias lideres do factor O com uma pre-sequéncia de
uma primeira levedura, excepto uma prdé-regido de um segundo

factor o de levedura (v.g., ver o documento WO 89/02463.)
Normalmente, as sequéncias de terminacgao da transcrigao
reconhecidas pela levedura sao regides reguladoras
localizadas para o lado do terminal 3', relativamente ao
céddo terminador da traducdo e, consequentemente, em
conjunto com o) promotor flanqueiam a sequéncia
codificadora. Estas sequéncias comandam a transcricao de um
ARNm que pode ser traduzido num polipeptido codificado pelo
ADN. Como exemplos de sequéncias terminadoras da
transcricao, e de outras sequéncias de terminacao
reconhecidas pela levedura, refere-se as que codificam as
enzimas glicoliticas.

Normalmente, 0s componentes descritos supra, que
compreendem uma sequéncia lider promotora (se desejado),
uma sequéncia codificadora relevante e uma sequéncia de
terminagao da transcrigao, sao montados conjuntamente em
construgdes de expressao. As construgdes de expressao Sao
mantidas frequentemente num replicao, tal como um elemento
extracromossémico (v.g., plasmideos), capaz de se manter
estavelmente num hospedeiro, tal com uma levedura ou
bactéria. Um replicdo pode ter dois sistemas de replicacao,
admitindo-se assim dque se mantenha, por exemplo, na
levedura para expressao e num hospedeiro procaridético para
clonagem e amplificagao. Como exemplos de tais vectores
bidireccionais de leveduras/bactérias refere-se YEp24
(Botstein et al. (1979) Gene 8:17-24), pCl/1l (Brake et al.
(1984) PNAS USA 81:4642-4646) e YRpl7 (Stinchcomb et al.
(1982) J. Mol. Biol. 158:157). Além disso, um replicao pode

ser um plasmideo com um numero de coépias elevado ou
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diminuto. Um plasmideo com um numero de cdpias elevado ira
ter, geralmente, um numero de cdédpias compreendido entre
cerca de 5 cerca de 200 e normalmente entre cerca de 10 e
cerca de 150. O hospedeiro gque contenha um plasmideo com um
numero de codpias elevado ira ter, preferencialmente, pelo
menos cerca de 10 e mais preferencialmente pelo menos cerca
de 20 cépias. E possivel seleccionar um vector com um
numero de coépias elevado ou diminuto, dependendo isso do
efeito do vector e da proteina exdgena sobre o hospedeiro.
Ver, v.g., Brake et al., supra.

Em alternativa, as construcdes de expressao podem ser
integradas no genoma da levedura com um vector integrador.
Os vectores integradores contém, normalmente, pelo menos
uma sequéncia homdéloga com o cromossoma da levedura, o que
permite que o vector se integre, e contém preferencialmente
duas sequéncias homdélogas que flangueiam a construcao de
expressao. Presume-se que as 1integragdes resultem de
recombinag¢gdes entre ADN homdélogo no vector e o cromossoma
da levedura (Orr-Weaver et al. (1983) Methods in Enzymol.
101:228-245). Um vector integrador pode ser orientado para
um local especifico na levedura, mediante a selecgao da
sequéncia homdéloga conveniente para inclusao no vector. Ver
Orr-Weaver et al., supra. E possivel integrar uma ou varias
construgdes de expressao, afectando possivelmente os niveis
de proteina recombinante produzida (Rine et al. (1983)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80:6750). As sequéncias
cromossoémicas incluidas no vector podem ocorrer quer sob a
forma de um segmento singular no vector, de que resulta a
integrag¢ao do vector total, ou dois segmentos homdélogos aos

segmentos adjacentes no cromossoma e flanqueando a



58

construgcao de expressao no vector, de qgque pode resultar a
integracao estavel apenas da construgdo de expressao.

Normalmente, as construgdes de expressao
extracromossoémicas e integradoras podem conter marcadores
seleccionaveis que permitam a selecgdo de estirpes de
leveduras dque tenham sido transformadas. Os marcadores
seleccionaveis podem compreender genes biossintéticos que
possam ser expressos na levedura hospedeira, tais como os
genes ADEZ2, HIS4, LEU2, TRPI e ALG7 e o gene de resisténcia
a G418 que conferem respectivamente, em células de
leveduras, resisténcia a tunicamicina e a G418. Além disso,
o marcador seleccionavel adequado também pode proporcionar
leveduras com aptidao para se desenvolverem na presencga de
compostos toéxicos, tais como um metal. Por exemplo, a
presenca de CUPl permite que a levedura se desenvolva na
presencga de 1d0es cobre (Butt et al. (1987) Microbiol, Rev.
51:351). Em alternativa, alguns dos componentes descritos
supra podem ser colocados conjuntamente em vectores de
transformagao. Os vectores de transformagao sao
constituidos, normalmente, por um marcador seleccionavel
gue se mantém num replicdo ou gque se desenvolve num vector
integrador, conforme descrito supra.

Foram ja desenvolvidos vectores de expressao e

transformacgao, quer sejam vectores integradores ou
replicdes extracromossoémicos, para transformacgao em
inUmeras leveduras. Por exemplo, foram desenvolvidos

vectores de expressao, inter alia, para as seguintes
leveduras: Candida albicans (Kurtz, et al. (1986) Mol.
Cell. Biol. 6:142), Candida maltosa (Kunze, et al. (1985)
J. Basic Microbiol. 25:141), Hansenula polymorpha (Gleeson,

et al. (1986) J. Gen. Microbiol. 132:3459; Roggenkamp et
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al. (19806) Mol. Gen. Genet. 202:302), Kluyveromyces
fragilis (Das, et al. (1984) J. Bacteriol. 158:1165),
Kluyveromyces lactis (De Louvencourt et al. (1983) J.
Bacteriol. 154:737; Van den Berg et al. (1990) Biol

Technology 8:135), Pichia guillerimondii (Kunze et al.
(1985) J. Basic Microbiol. 25:141), Pichia pastoris (Cregg,
et al. (1985) Mol. Cell. Biol. 5:3376; patentes de invencgao
norte-americanas n°s 4 837 148 e 4 929 555), Saccharomyces
cerevisiae (Hinnen et al. (1978) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
75:1929; Ito et al. (1983) J. Bacteriol. 153:163),
Schizosaccharomyces pombe (Beach and Nurse (1981) Nature
300:706) e Yarrowia lipolytica (Davidow, et al. (1985)
Curr. Genet. 10:39; Gaillardin, et al. (1985) Curr. Genet.
10:49).

Os processos para introduzir ADN exdgeno em leveduras
hospedeiras sao perfeitamente conhecidos na especialidade e
compreendem, normalmente, quer a transformacgao de
esferoplastos quer células de leveduras intactas tratadas
com catides alcalinos. Os procedimentos de transformacao
variam, normalmente, com a espécie de levedura que se
pretende transformar. Ver v.g., (Kurtz et al. (1986) Mol.
Cell. Biol. 6:142; Kunze et al. (1985) J. Basic Microbiol.
25:141; Candida); (Gleeson et al. (1986) J. Gen. Microbiol.

132:3459; Roggenkamp et al. (1986) Mol. Gen. Genet.
202:302; Hansenula); (Das et al. (1984) J. Bacteriol.
158:1165; De Louvencourt et al. (1983) J. Bacteriol.

154:1165; Van den Berg et al. (1990) BiolTechnology 8:135;
Kluyveromyces); (Cregg et al. (1985) Mol. Cell. Biol. b5:
3376; Kunze et al., (1985) J. Basic Microbiol. 25:141;
patentes de invencao norte-americanas n°s 4 837 148 e 4 929

555; Pichia); (Hinnen et al. (1978) Proc. Natl. Acad. Sci.
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USA 75;1929; Ito et al. (1983) J. Bacteriol. 153:163;

Saccharomyces) ; (Beach e Nurse (1981) ©Nature 300:706;

Schizosaccharomyces); e (Davidow et al. (1985) Curr. Genet.
10:39; Gaillardin et al. (1985) Curr. Genet. 10:49;
Yarrowia) .

PURIFICACAO DOS CONFORMEROS

Os conférmeros da presente invencgdo sao purificados
preferencialmente, até se obter uma pureza pelo menos igual
a cerca de 80%, uma pureza pelo menos igual a cerca de 90%,
uma pureza pelo menos igual a cerca de 95% ou uma pureza
superior a 95% relativamente as macromoléculas
contaminantes, particularmente outras proteinas e acidos
nucleicos e até ficarem isentos de agentes infecciosos e
pirogénicos. 0Os conférmeros da presente invengao também
podem ser purificados para se obter um estado
farmaceuticamente puro, o que significa uma pureza superior
pelo menos a cerca de 99,5% ou preferencialmente superior
pelo menos a cerca de 99,9%. Em algumas formas de
realizagao, os confdérmeros purificados ou isolados estao
praticamente isentos de outros confdérmeros da proteina. De
preferéncia, o confdérmero purificado ou isolado ira conter
nao mais de cerca de 20% de outros confdérmeros, nado mais de
cerca de 15% de outros confdérmeros, nao mails de cerca de
10% de outros confdérmeros, nao mais de cerca de 5% de
outros confdérmeros, nao mals de cerca de 2% de outros
conférmeros ou nado mais de cerca de 1% de outros
conférmeros da proteina. Em algumas formas de realizacao,
pode ndo ser necessario nem desejavel remover a totalidade

dos outros conférmeros, caso em que o confdédrmero purificado
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ou isolado pode ter entre cerca de 20% e cerca de 1% de
outros confdérmeros, entre cerca de 15% e cerca de 1% de
outros confdérmeros, entre cerca de 10% e cerca de 1% de
outros confdérmeros, entre cerca de 5% e cerca de 1% de
outros confdédrmeros ou entre cerca de 2% e cerca de 1% de

outros confdérmeros.

A proteina adesina bacteriana ou os seus polipéptidos
podem ser purificados recorrendo a todos 0SS pProcessos
disponiveis de fraccionamento e/ou purificacdo. Ver, v.qg.,
Robert K. Scopes, "Protein Purification. Principles and
Practice,™ (42 ed. 2000, Springer Verlag). Em geral, é
possivel utilizar os processos de precipitagao com sulfato
de amdénio e extracgdao com um Aacido ou com um agente
caotrdépico para o fraccionamento de amostras. Como exemplos
de passos de purificacao refere-se a cromatografia em
hidroxiapatite, a cromatografia de exclusao dimensional, a
cromatografia em FPLC e a cromatografia em liquido de
elevado rendimento de fase inversa. 0Os meios cromatograficos
convenientes compreendem dextranos transformados, agarose,
celulose, poliacrilamida, silicas especialmente preparadas e
nao s6. 0s derivados de PEI, DEAE, QAE e (Q saoexemplos
preferenciais para permuta de anides. Como exemplos de meios
cromatograficos refere-se o0s meios obtidos a partir de
grupos fenilo, butilo ou octilo, tais como 'Phenyl-Sepharose
FE' (Pharmacia), 'Toyopearl butyl 650" (Toso Haas,
Montgomeryville, Pa.), 'Octyl-Sepharose' (Pharmacia) e nao
sdé; ou as resinas poliacrilicas, tais como 'Amberchrom CG
71' (Toso Haas) e nao sé. 0Os suportes sdélidos convenientes
sdo seleccionados entre esférulas de vidro, resinas a base
de silica, resinas <celuldsicas, -esférulas de agarose,

esférulas de agarose reticulada, esférulas de polistireno,
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resinas de poliacrilamida reticulada e outras que sejam
insoluveis nas condigdes em que irao ser utilizadas. Estes
suportes podem ser modificados com grupos reactivos que
permitam a ligacdo de proteinas por meio de grupos amino,
grupos carboxilo, grupos sulfidrilo, grupos hidroxilo e/ou
radicais de hidratos de carbono.

Como exemplos de metodologias quimicas de acoplamento
refere-se a activagdo com brometo de cianogénio, a
activacao com N-hidroxi-succinimida, a activacao com
epdxido, a activagao com sulfidrilo, a activacgao com
hidrazida e a utilizacao de derivados carboxilo e amino
para as metodologias guimicas de acoplamento de
carbodiimida. Estes e outros meios sdélidos sao
perfeitamente conhecidos e vulgarmente utilizados na
especialidade e podem ser obtidos nos circuitos comerciais.
A selecgcao de um processo particular para isolar e
purificar um polipeptido é um assunto vulgar e determina-
se, em parte, pelas propriedades do suporte escolhido. Ver,
por exemplo, '"Affinity Chromatography: Principles &
Methods' 18-1022-29 (2002), obra que pode ser obtida em
"Amersham Biosciences, e Doonan, Protein Purification
Protocols" (The Humana Press 1996).

Os especialistas na matéria podem engendrar outras
variagbdes para i1solar e purificar as proteinas adesinas
bacterianas ou os seus polipéptidos. Por exemplo, é
possivel utilizar anticorpos dirigidos contra as proteinas
adesinas bacterianas para isolar grandes quantidades de
proteinas, por purificacdo por imunoafinidade.

Os polipéptidos da presente invencao podem ser
isolados tirando proveitos de propriedades particulares.

Por exemplo, ¢é ©possivel praticar a cromatografia de
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adsorcao de i1des metalicos ionizados (IMAC) para purificar
proteinas ricas em histidina, incluindo as gue possuem
identificadores de poli-histidina. Dito de forma abreviada,
carrega-se em primeiro lugar um gel com ides metdlicos
divalentes para se obter um quelato (Sulkowski, Trends in
Biochem. 3:1 (1985)). As proteinas ricas em histidina irao
ser adsorvidas por esta matriz, com afinidades diferentes,
dependendo do 130 metdlico utilizado, e a sua eluigdo ira
ocorrer de forma competitiva, reduzindo o wvalor do pH ou
utilizando agentes quelantes fortes. Outros processos de
purificacgao compreendem a purificagao de proteinas
glicosiladas, recorrendo a cromatografia por afinidade com
lectina e a cromatografia de permuta de ides (M. Deutscher,
(ed.), Meth. Enzymol. 182:529 (1990)). ©No contexto de
outras formas de realizacao da presente invencgao, é
possivel fazer a fusao do polipeptido relevante e de um
identificador por afinidade (v.g., uma proteina de ligacéao
a maltose, um dominio de imunoglobulina) para facilitar a
purificacao.

As proteinas adesinas bacterianas ou, especialmente,
0s seus polipéptidos, também podem ser preparados por meios
de sintese qguimica. As proteinas adesinas bacterianas, ou
0os seus polipéptidos, podem ser mondémeros ou multimeros;
podem ser glicosiladas ou nao glicosiladas; PEGiladas ou
nao PEGiladas; e podem conter ou nao um residuo aminoacido

metionina inicial.

Separacdo dos conférmeros

Os conférmeros de adesinas bacterianas podem ser

purificados ou isolados por meio de qualquer tecnologia de
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purificagcao ou separagao que consiga fazer a diferenciacgao
dos conférmeros com base nas suas caracteristicas biofisicas
diferenciais. Como exemplos preferiveis de tais tecnologias
refere-se as tecnologias que fazem a diferenciagao com base
em coeficientes de atrito diferenciais, distribuigdes de
cargas eléctricas diferenciais, afinidade diferencial para
catides ou anides particulares, tais como os de calcio ou
fosfato, como sucede com a hidroxiapatite, ou apresentacao
diferencial sobre antigénios superficiais.

Como exemplos preferenciais de tecnologias que
permitem separar os conférmeros de adesinas bacterianas,
com base em diferencas nos seus coeficientes de atrito,
refere-se a cromatografia de exclusao dimensional, a
centrifugagaoc de sedimentagao a alta velocidade, o
fraccionamento do fluxo de processo e a electroforese em
gel. O coeficiente de atrito de uma molécula calcula-se em
fungdo da massa e da forma da molécula. A teoria geral
desenvolvida para se compreender o transporte de moléculas
em solugdao aquosa € designada por hidrodindmica. A lei de
Stoke descreve a relacgao entre o coeficiente de atrito f, e

a viscosidade n no meio:

o =6mMR

em que o simbolo R representa o raio de Stoke da molécula.
Para moléculas esféricas, o raio de Stokes da molécula &€ o
raio da macromolécula esférica mais o seu invdlucro de
solvatacgao. No caso de macromoléculas que nao sejam
esféricas, o raio de Stokes ¢é o raio de uma molécula

esférica que teria um coeficiente de atrito equivalente. As
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moléculas nao esféricas irado ter sempre um coeficiente de
atrito superior ao de uma molécula esférica com o0 mesmo peso
molecular e a mesma solvatacdo. Assim, uma molécula gue se
desvie de uma forma perfeitamente esférica pode ser
representada pela relacao f£/f, em que o simbolo f representa
o coeficiente de atrito real da molécula e o simbolo £,
representa o coeficiente de atrito de uma molécula esférica
com O mesmo peso molecular e a mesma solvatagao. Para
moléculas esféricas temos f/f, = 1 e para moléculas nao
esféricas temos f/f, > 1. Assim, os confdérmeros com formas
diferentes e consequentemente coeficientes de atrito
diferentes podem ser separados com base nos seus
coeficientes de atrito, conforme demonstrado no exemplo 2
subsequente.

Um processo preferencial para a separacgao de
conférmeros de adesinas bacterianas, com base no seu
coeficiente de atrito diferencial, ¢é a cromatografia de
exclusao dimensional ou a cromatografia de filtragao em
gel. Um especialista na matéria sabe como determinar
facilmente quais as resinas adequadas e o0s tampdes
convenientes. Como exemplos de resinas adequadas de
exclusao dimensional refere-se, mas sem nenhuma limitacgao,
Superdex 75, Superose 12 e Sephycryl 100. E possivel
seleccionar todas a condigdes de tamponamento com base em
condigbes que estabilizem convenientemente o confdérmero de
adesinas bacterianas, desde que a resina tolere as
condigdes de tamponamento. Para recordar os principios
gerais da cromatografia de exclusao dimensional, incluindo
as condigbes exploratdrias iniciais, a optimizacao e

aumentos proporcionais a escala de trabalho, ver "Gel
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Filtration: Principles and Methods,"18-1022-18 (2002), obra
que pode ser obtida em 'Amersham Biosciences'.

O fraccionamento do fluxo de processo (FFF) é um outro
processo que pode ser utilizado para separar ou purificar
0s confdérmeros com base no coeficiente de atrito
diferencial. A titulo de exemplo, mas sem nenhuma
limitagdao, o processo de sedimentagdao por FFF pode ser
utilizado sempre que o canal de fraccionamento esteja
enrolado dentro de um recipiente centrifugo. A rotacao do
canal gera forgas de aceleragao diferenciais que descrevem
dngulos rectos com a direcgado do fluxo. O tempo de retencgao
no processo de sedimentagao por FFF depende das dimensdes e
da densidade das particulas. Um outro exemplo € o
escoamento de FFF qgue possui um conjunto vasto de
aplicagbes. Este processo permite separar quase todas as
macromoléculas, sistemas coloides e dispersdes de
particulas porfirizadas. No escoamento de FFF, sao
sobrepostas duas correntes cruzadas no mesmo canal. As
paredes do canal no escoamento de FFF s&do permeaveis. O
tamanho dos poros da membrana determina o) limite
dimensional inferior para a separacgao. A forga motriz no
escoamento de FFF é a forga viscosa exercida sobre uma
particula pela corrente cruzada e a separagao baseia-se
apenas nas dimensodes, sendo oS tempos de retencao
proporcionais ao didmetro e a forma das particulas

Também & possivel utilizar a electroforese preparativa
em gel para separar ou purificar os confdérmeros, com base
nos seus coeficientes de atrito diferenciais. De
preferéncia, a electroforese em gel ira decorrer em
condig¢des naturais, mas €& ©possivel praticar condigdes

desnaturantes, tais como as impostas por SDS, tendo em
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conta que o conférmero F é resistente a desnaturacgao por
SDS, conforme demonstrado no exemplo 2 subsequente. E
possivel utilizar gqualquer gel conveniente, embora sejam
preferiveis os geles de agarose ou acrilamida. Apds a
electroforese, ¢é possivel recuperar as proteinas por
difusao passiva ou electroeluicao. Para se manter a
integridade das ©proteinas durante a electroforese, ¢&
importante conservar o equipamento arrefecido e minimizar
os efeitos da desnaturacao e da protedlise.

Um outro processo preferencial para separar ou isolar
os conférmeros de adesinas bacterianas é a tecnologia de
separacdo por permuta de anides. E possivel utilizar
qualquer resina entre um grande nUmero de resinas de
permuta de anides conhecidas na especialidade, incluindo,
por exemplo, as resinas monoQ, Sepharose-Q, macro-prepQ,
AGl1-X2, HiQ, e também as resinas a base de DEAE. A eluicgéo
pode ser praticada com solugdes salinas aquosas, incluindo,
sem nenhuma limitag¢do, as solugdes de cloreto de potassio
ou de cloreto de sddio com concentragdes variaveis entre
0,01 M e 2,0 M num intervalo amplo de valores de pH. Para
uma leitura sobre técnicas de separagao por permuta de
ides, ver a obra "Ion Exchange Chromatography: Principles
and Methods," 18-1114-21 (2002) que pode ser obtida em
'Amersham Biosciences'.

Uma outra tecnologia de separacgao preferencial para
diferenciar os conférmeros de adesinas bacterianas ¢é a
tecnologia da hidroxiapatite. A hidroxiapatite é uma resina
a base de fosfato de calcio pelo que pode funcionar como
resina de permuta de catides e como resina de permuta de
anides. E possivel utilizar uma grande variedade de resinas

de permuta de catides, incluindo, a titulo de exemplo, as
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resinas a base de sulfatos, as resinas a base de
carboxilatos e as resinas a base de fosfatos.

Além disso, ha determinadas proteinas que se comportam,
em hidroxiapatite, de uma maneira diferente do comportamento
em resinas de permuta de catides ou de permuta de anides,
devido a sua afinidade mais elevada para o calcio ou para o
fosfato. A titulo de exemplo, as proteinas que se ligam ao
ADN ligam-se frequentemente de uma forma mais vigorosa a
hidroxiapatite do que a outras resinas de permuta de
catides, devido ao facto de as proteinas que se ligam ao ADN
possuirem bolsas de ligacao para a estrutura fosfato do ADN.
Assim sendo, para além da hidroxiapatite, podem  ser
utilizadas resinas a base de fosfato, tais como
fosfocelulose, para separar ou isolar confdérmeros de
adesinas bacterianas. De 1igual modo, ¢é possivel praticar
tecnologias de separacgao por afinidade com metais divalentes
imobilizados, nos casos em que as proteinas tenham afinidade
para os ides metdlicos divalentes, tais como os ides calcio
ou magnésio.

Um outro exemplo de uma tecnologia de purificacgao, que
permite separar confdrmeros bacterianos, é a tecnologia de
afinidade com anticorpos, preferencialmente anticorpos
monoclonais. Conforme se demonstra nos exemplos
subsequentes, oS conférmeros de adesinas bacterianas
possuem imunogenicidades diferentes. E provavel que as
diferentes imunogenicidades se devam, em parte, ao facto de
os conférmeros terem antigénios diferentes expostos sobre a
sua superficie, presumindo-se gue possa haver diferentes
acessibilidades a elos fechados ou a estruturas
superficiais tridimensionais diferentes. Assim, é possivel

isolar anticorpos que sejam especificos para um ou para um
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numero limitado de conférmeros. A titulo de exemplo, &
possivel gerar anticorpos imunizando um animal com o©
confédrmero F de uma adesina Dbacteriana. Posto 1isto, os
anticorpos policlonais especificos para o confdérmero F
podem ser purificados isolando os anticorpos a partir do
soro do animal e fazendo passar os anticorpos através do
conférmero A convenientemente imobilizado sobre um suporte
sélido. Os anticorpos que apenas reconhecam o confdédrmero F
e nao reconhegam o confdérmero A nao 1irao ligar-se e
consequentemente podem ser separados para fora do suporte
s6lido. Em alternativa, seria possivel fazer com que O
animal gerasse o hibridoma produtor de anticorpos
monoclonais e esses anticorpos monoclonais poderiam ser
pesqguisados e escolhidos pela sua aptidao para se ligarem
ao conférmero F e nao ao confédrmero A. Tails anticorpos
especificos para um conférmero podem ser utilizados para
separar ou isolar o) conférmero. As tecnologias de
purificacao de anticorpos por afinidade sao perfeitamente

conhecidas e facilmente praticadas.

PESQUISA

Um outro aspecto da presente invencao diz respeito a
pesguisas do confdérmero F de adesinas bacterianas. Tais
pesquisas podem ser feitas para um conjunto amplo de
finalidades, incluindo, a titulo de exemplo, a seleccgao de
conférmeros mails 1imunogénicos para maximizar a resposta
imunitdria no individuo que 1ira receber a vacina, pesquisa
de vacinas com multicomponentes elegiveis para uma resposta
imunitdria a todos os componentes, pesquisa de confdérmeros

imunogénicos sem efeitos secundarios ou apenas com um
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numero limitado de efeitos secundarios, e ainda quaisquer
outras caracteristicas que um especialista na matéria possa
desejar, encontrando-se explicitados na presente memdria
descritiva exemplos nao limitativos.

A imunogenicidade do confdérmero F pode ser analisada e
estudada recorrendo a quaisquer métodos perfeitamente
conhecidos pelos especialistas na matéria. De uma forma
tipica, analisa-se a presenca (ou auséncia), concentragao,
afinidade, avidez, etc. dos anticorpos gerados in vivo por
meio de processos convencionais tails como, mas sem nenhuma
limitagao, os protocolos de ensaio ELISA que permitem
analisar a imunogenicidade ou a antigenicidade na
imunoglobulina presente no soro de um organismo (ou
paciente). E possivel aplicar outros processos, tais como
os dos hibridomas geradores de células T e medicao da
activagcdo na presenga das células que apresentem o
antigénio ("APC") e do antigénio (Surman S et al., 2001
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98: 4587-92, infra), examinar
por cromatografia, electroforese e/ou espectroscopia de
massa os péptidos apresentados por MHC, marcados ou nao
marcados, através de ensaios de activacao de células T,
tais como, mas sem nenhuma limitagao, os ensaios de
proliferacdao de células T (Adorini L et al., 1988. J. Exp.
Med. 168: 2091; So T. et al., 1996. Immunol. Let. 49: 91-
97) e produgao de IL-2 por meio de ensaios de células CTLL-
2 a respostas proliferativas (Gillis S et al., 1978. J.
Immunol. 120: 2027; So T. et al., 1996. Immunol. Let. 49:
91-97) e muitos outros, para se determinar aspectos mais
especificos de uma resposta imunitaria, ou a falta dela,
por exemplo, identificar o epitopo de células T do

antigénio imunogénico.
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Como exemplos especificos nao limitativos, é possivel
efectuar ensaios analiticos com células T in vitro, pelo
que o0s polipéptidos, proteinas ou complexo de proteinas
podem ser processados e apresentados na risca das moléculas
do MHC por células adequadas apresentadoras de antigénios
(APC) para células T singeneicas. E possivel medir as
respostas das células T por meio de simples medigdes de
proliferagdao ou medindo a libertagao de citoquinas
especificas pelas células activadas; as APC podem ser
irradiadas ou tratadas de qualguer outra maneira para se
impedir a proliferacao para facilitar a interpretacao dos
resultados de tais ©préaticas. Para se determinar a
imunogenicidade de um epitopo no contexto de diferentes
alotipos de MHC, ¢é possivel praticar ensaios analiticos in
vivo utilizando as APC singeneicas e células T de um
conjunto vasto de alotipos, para testar epitopos de células
T num conjunto vasto de individuos ou pacientes.

Em alternativa, é possivel utilizar animais
transgénicos que expressem moléculas do MHC de seres
humanos (ou de quaisquer outras espécies relevantes) para
anadlise e pesquisa de epitopos de células T; de acordo com
uma forma de realizacao preferencial, este ensaio analitico
efectua-se em animais transgénicos em que tenha sido
suprimido o reportdério de MHC enddgeno e, melhor ainda, em
gque uma ou varias moléculas acessérias diferentes do
complexo de MHC enddgeno/receptor de células T tenha sido
substituido por moléculas humanas (ou moléculas de qualguer
outra espécie com interesse) tal como, por exemplo, a
molécula CD4.

Além disso, para a detecgcao de anticorpos anti-

proteinas/antigénios/polipéptidos imunogénicos, directamente
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in vivo, por exemplo, em estudos clinicos e com animais, é
possivel recorrer a protocolos analiticos ELISA tais como,
por exemplo, os protocolos de ensaio ELISA, indirectos em
fase sdélida que permitem pesquisar a ligacao de anticorpos.
De acordo com uma forma de realizacdo especifica, mantém-se
placas de microtitulagaoc a incubar com o polipeptido
imunogénico relevante, numa concentracao adequada e num
tampao conveniente. Apds diversas lavagens com uma solugao
adequada para lavagem, tal como, por exemplo, PBS (pH 7,4),
contendo 1% de BSA e 0,05% de Tween 20, ou com gqualquer
outra solugao considerada conveniente, efectua-se a
diluigcdo das amostras séricas, por exemplo em PBS/BSA e
acrescenta-se iguais volumes das amostras em duplicado as
cavidades. Mantém-se as placas a incubar e apds outras
lavagens, por exemplo, com PBS, acrescenta-se anticorpos
anti-imunoglobulina acoplados/conjugados com um repdrter,
tal como um isdétopo radioactivo ou fosfatase alcalina, a
cada cavidade com uma concentragao conveniente e mantém-se
tudo a incubar. As cavidades sao entao lavadas outra vez e,
por exemplo, no caso de se utilizar como repdrter a
fosfatase alcalina, efectua-se a reacgao enzimdatica
utilizando um substrato colorimétrico, tal como o fosfato
de p-nitrofenilo em tampao de dietanolamina (pH 9,8), cuja
absorvéncia pode ser lida a 405 nm, por exemplo, num leitor
automatico para protocolos ELISA (v.g. Multiskan PLUS;
Labsystems) .

A titulo de mais um exemplo nao limitativo, para
detectar anticorpos no soro de pacientes e animais ¢é
possivel praticar também técnicas de imunoabsorgao. De
acordo com uma forma de realizacgao especifica, sao

utilizadas quantidades adequadas de polipeptido imunogénico
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relevante para cada amostra/pista sobre geles convenientes
(v.g. poliacrilamida), em condig¢bes redutoras e/ou néo
redutoras e depois o polipeptido é transferido para uma
membrana tal como, por exemplo, uma membrana de PVDF; é
possivel wutilizar qualquer outro processo para separar
proteinas em fungdo das suas dimensdes, seguindo-se a
transferéncia do polipeptido para uma membrana. As
membranas sao bloqueadas, por exemplo, utilizando uma
solugao de leite em pd a 5% (p/v) em PBS. De acordo com uma
outra forma de realizacgao, o polipeptido imunogénico
purificado pode ser aplicado a membrana. Os produtos de
absorcao ficam depois a incubar com amostras de soro em
diluigbes variaveis na solucado de blogqueio (antes e apds o
regime de injecgdo) e com o anti-antigénio de contraprova,
desde que estejam disponiveis tais amostras. Os produtos de
absorgcao sao lavados quatro vezes com uma solugao de
lavagem adequada e depois ficam a incubar com anti-
imunoglobulina conjugada com o repodérter em diluigdes
adequadas/especificas durante intervalos de tempo
adequados/especificos, em condigbes adequadas/especificas.
Efectua-se a lavagem dos produtos de absorg¢ao novamente com
uma solugdo da lavagem adequada e procede-se a visualizacgao
das bandas proteicas imunorreactivas, por exemplo, no caso
de se utilizar anti-imunoglobulina conjugada com peroxidase
de Armoracia rusticana, utilizando reagentes
quimioluminescentes aperfeicgoados, marcados por Amersham
(Bucks, Reino Unido).

Para se testar um efeito neutralizador dos anticorpos
gerados in Vvivo (pacientes ou animais), é possivel
determinar uma actividade bioldgica relevante do agente

patogénico em causa, por exemplo, praticando biocanalises
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tais como, por exemplo, andlises de proliferacao celular ou
de adesdo ao hospedeiro, em concentragdes variaveis de soro
dos individuos ou animais expostos/imunizados com ©
polipeptido imunogénico em causa. As células do agente
patogénico em crescimento exponencial sdao lavadas e
recolocadas em suspensao até se obter uma concentragéao
consistente e conveniente no meio de desenvolvimento,
segundo uma metodologia de diluig¢gdes sequenciais, sendo
acrescentadas em aliquotas a cada cavidade. Para efeitos de
neutralizagdo, acrescenta-se as cavidades soro diluido
sequencialmente antes e apods a exposigao in vivo
(imunizacao). As placas ficam depois a incubar durante um
intervalo de tempo conveniente (dependendo isso do agente
patogénico). Determina-se para cada cavidade a velocidade
de crescimento do agente patogénico.

Um processo preferencial para analise e pesquisa de
imunogenicidade é o ensaio de imunizacgdo activa maternal.
Conforme descrito no exemplo 1, este ensaio pode servir
para medir concentragdes séricas em fémeas de murganho
durante o programa de imunizagao e também o tempo de
sobrevivéncia das crias apds o estimulo. Um especialista na
matéria sabe como utilizar outros processos para fazer
pesgquisas que permitam determinar a antigenicidade ou
imunogenicidade dos polipéptidos imunogénicos da presente
invencao, explicitados na presente memdéria descritiva e na
literatura de especialidade para pesquisa de polipéptidos
imunogénicos.

E possivel wutilizar os processos de pesquisa de
antigenicidade ou imunogenicidade para seleccionar
polipéptidos imunogénicos relevantes, a partir de grupos

constituidos por dois ou mais, trés ou mais, cinco ou mais,
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dez ou mais ou cinquenta ou mais polipéptidos imunogénicos
da presente invencao, utilizando para isso um critério. Um
especialista na matéria pode aplicar gqualquer critério
desejado para seleccionar o) polipeptido imunogénico
relevante. Esse critério ira depender da finalidade a que
se destina o polipeptido imunogénico relevante. A titulo de
exemplo, mas sem qualquer limitagcao, o critério pode ser
tao simples como seleccionar o polipeptido com o mais
elevado grau de antigenicidade ou imunogenicidade. Também é
possivel utilizar critérios mais complicados, por exemplo,
seleccionar o polipeptido com o mais elevado grau de
antigenicidade ou imunogenicidade gque nao produza nenhuns
efeitos secundarios indesejaveis na imunizacao, ou
seleccionar uma vacina de multicomponentes que compreenda o
polipeptido imunogénico que possua o mails elevado grau de
antigenicidade ou imunogenicidade contra um painel de
agentes patogénicos. A determinacao do critério é uma
questao simples, resolvida por via experimental com base na
utilizagao pretendida, e por tal motivo um especialista na
matéria nao 1ira ter nenhuma dificuldade em seleccionar

critérios convenientes para qualquer situacao.

COMBINACOES

O conférmero F purificado pode ser administrado coo
uma vacina nos niveis adequados, por si sé ou em combinacao
com outros antigénios, tais como proteinas ou

polissacaridos nao adesina.

Outros antigénios GBS

De acordo com outro aspecto, a invengao compreende a

combinagdo do conférmero F GBS80 com outros antigénios GBS.
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De preferéncia, a combinacao de antigénios GBS compreende
trés, quatro, cinco, seis, sete, oito, nove ou dez
antigénios GBS. Ainda mais preferencialmente, a combinacao
de antigénios GBS compreende trés, quatro ou cinco
antigénios GBS. Tais combinagdes podem compreender
antigénios de comprimento completo e/ou fragmentos
antigénicos dos respectivos antigénios e compreendem
combinagdes em que os polipéptidos e os antigénios estao
fisicamente 1ligados entre si e combinagao em que 0s
polipéptidos e os antigénios nao estao fisicamente ligados
mas que estdao incluidos na mesma composicao.

De preferéncia, as combinagdes da invengao proporciona
uma imunogenicidade melhorada em comparagao com a
imunogenicidade do confdérmero gquando administrado por si
sé. A imunogenicidade melhorada pode ser determinada, por
exemplo, por meio de um ensaio de imunizagao maternal
activo. Este ensaio pode ser utilizado para determinar os
titulos no soro de murganhos fémeas durante o regime de
imunizagao, bem como o tempo de sobrevivéncia das crias
apés o estimulo. De preferéncia, a imunizagao com as
composigbes 1munogénicas da invengao dao origem a um
aumento pelo menos de 2 pontos percentuais (de preferéncia
pelo menos 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,
19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 ou 30 pontos
percentuais). De preferéncia, as combinagbes de GBS da
invengao que compreendem GBS 80 apresentaram um aumento na
percentagem de sobrevivéncia em comparacao com percentagem
de sobrevivéncia proveniente da imunizacgdo com um antigénio
nao GBS por si sbé.

De acordo com uma variante, a combinacao pode

compreender entre dois e treze antigénios GBS seleccionados
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entre o conjunto de antigénios constituido por GBS 91, GBS
293, GBS 104, GBS 67, GBS 184, GBS 276, GBS 322, GBS 305,
GBS 330, GBS 338, GBS 361, GBS 404, GBS 690 e GBS 691. De
preferéncia, a combinacado compreende o confédrmero F de GBS
80 em combinag¢do com um ou varios de GBS 104, GBS 59, GBS
67 e GBS 322. As sequéncias de polinucledétidos e de
aminodcidos para cada um destes antigénios GBS e seus
fragmentos imunogénicos encontram-se descritas no documento
W04041157.

De acordo com uma variante da invengao, as combinagdes
de antigénios ou proteinas de fusao que contém uma porgao
ou porgdes dos antigénios irdo incluir GBS 80 ou uma sua
porgcao em combinacado com um a 10 antigénios, de preferéncia
um a 10 ou menos antigénios. Como exemplos de antigénios
GBS refere-se 0s que se encontram descritos na patente de
invengdao norte-americana com o nUmero de série 10/415,182,
depositada a 28 de Abril de 2003, os pedidos de patente de
invengao internacionais (W004/041157 e WO05/028618), e o
documento W004/099242.

Polissacaridos GBS

As composigdes da invencgao podem ser ainda melhoradas
por meio da inclusdo de polissacaridos GBS. De preferéncia,
tanto o confdérmero F GBS80 como o sacarido contribuem para
a resposta 1munoldgica num recipiente. A combinagdo e
particularmente vantajosa no caso de o sacarido e o
conférmero F GBS80 proporcionarem proteccgao para diferentes
serotipos de GBS.

Os antigénios combinados podem estar presentes como
uma combinag¢do simples, na qual antigénio sacarido separado

e o conférmero sao administrados em conjunto ou entdao podem
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estar presentes como uma combinagdo conjugada, em gue O0S
antigénios sacarido e polipeptido estdo ligados de um modo
covalente entre si.

Assim, a invengao proporciona uma composigao
imunogénica que compreende (i) um ou varios conférmeros F
GBS 80 e (ii) um ou varios antigénios sacaridos de GBS 80.
O polipeptido e o polissacarido podem estar vantajosamente
ligados de um modo covalente entre si para formar um
conjugado.

De acordo com uma outra variante, as adesinas da
invencao podem ser conjugadas com um ou varios
polissacaridos, tais como os provenientes dos serotipos Ia,
Ib, II, III, IV, V, VI, VII e VIII de GBS.

Entre estes, os antigénios de polipeptido e sacarido
combinados cobrem preferencialmente (ou proporcionam
protecgao de) dois ou mais serotipos de GBS (v.g., 2, 3, 4,
5, 6, 7, 8 ou mais serotipos). Os serotipos dos antigénios
de polipéptidos e sacaridos podem ou nao ser sobrepostos.
Por exemplo, o polipeptido pode proteger contra o serogrupo
IT ou V, ao passo qgue o sacarido protege contra os
serogrupos Ia, Ib ou III. As combinagdes preferidas
protegem contra os seguintes grupos de serotipos: (1)
serotipos Ia e Ib, (2) serotipos Ia e II, (3) serotipos Ia
e III, (4) serotipos Ia e 1V, (5) serotipos Ia e V, (6)
serotipos Ia e VI, (7) serotipos Ia e VII, (8) serotipos Ia
e VIII, (9) serotipos Ib e II, (10) serotipos Ib e III,
(11) serotipos Ib e IV, (12) serotipos Ib e V, (13)
serotipos Ib e VI, (14) serotipos Ib e VII, (15) serotipos
Ib e VIII, (16) serotipos II e m, (17) serotipos II e 1V,
(18) serotipos II e V, (19) serotipos II e VI, (20)

serotipos II e III, (21) serotipos II e VII, (22) serotipos
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IIT e IV, (23) serotipos III e V, (24) serotipos III e VI,
(25) serotipos III e VII, (26) serotipos III e VIII, (27)
serotipos IV e V, (28) serotipos IV e VI, (29) serotipos IV
e VII, (30) serotipos IV e VIII, (31) serotipos V e VI,
(32) serotipos V e VII, (33) serotipos V e VIII, (34)
serotipos VI e VII, (35) serotipos VI e VIII e (306)
serotipos VII e VIII.

Ainda mais preferencialmente, as combinag¢gdes protegem
contra os seguintes grupos de serotipos: (1) serotipos Ia e
II, (2) serotipos Ia e V, (3) serotipos Ib e II, (4)
serotipos Ib e V, (5) serotipos III e II e (6) serotipos
IIT e V. Muito mails preferencialmente, as combinagdes
protegem contra os serotipos III e V. A protecgao contra os
serotipos II e V ¢é preferencialmente conferida pelos
antigénios de polipeptido.

A protecgdo contra os serotipos Ia, Ib e/ou III pode
ser conferida pelos antigénios de ©polipeptido ou de
sacarido.

De acordo com uma variante, a composig¢ao imunogénica
de conférmero F compreende um antigénio de sacarido GBS e
pelo menos dois antigénios de polipeptido GBS ou seus
fragmentos, em que o referido antigénio de sacarido GBS
compreende um sacarido seleccionado entre os serotipos Ia,
Ib e III de GBS, e em gque o0s referidos antigénios de
polipeptido GBS compreendem uma combinagao pelo menos de
dois polipéptidos ou de seus fragmentos seleccionados entre
o antigénio do grupo constituido por GBS 80 (gi:2253618),
GBS 67 (gi22537555), SAN1518 (Spbl, gi:77408651), GBS 104 e
GBS 322 (os antigénios supramencionados encontram-se

descritos no pedido de patente de invengao norte-americana
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n® 11/192 046). De preferéncia, a combinacgdo compreende GBS

80 ou um seu fragmento.

Outros antigénios

As composigdes da invencgao podem ainda compreender um
ou varios antigénios suplementares, incluindo antigénios
bacterianos, virais ou parasiticos suplementares.

De acordo com outra variante, os confdérmeros F GB680
da invengao sédo combinados com um ou varios antigénios
suplementares adequados para utilizacgao numa vacina
concebida para proteger individuos idosos ou
imunocomprometidos. Por exemplo, o conférmero F pode ser
combinado com um antigénio obtido a partir do conjunto
constituido por Enterococcus faecalis, Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermis, Pseudomonas aeruginosa,
Legionella pneumophila, Listeia monocytogenes, Neisseria
meningitides, influenza e virus de parainfluenza (‘PIV’).

No caso de se utilizar um antigénio de sacarido ou de
hidrato de carbono, entao é preferencialmente conjugado com
uma proteina veiculo para aumentar a imunogenicidade (v.g.,
Ramsay et al. (2001) Lancet 357(9251): 195-196; Lindberg
(1999) Vaccine, 17, Sup. 2: S$S28-36; Buttery e Moxon (2000)
J R Coll Physicians Lond 34:163-168; Ahmad e Chapnick
(1999) 1Infect Dis Clin North Am, 13: 113 133, wvii;
Goldblatt (1998) J. Med. Microbiol. 47:563-567; EP-0 477
508; US 5 306 492; wW098/42721; Conjugate Vaccines (ed.
Cruse et al.) ISBN 3805549326, em particular o vol. 10: 48-
114; Hermanson (1996) Bioconjugate Techniques ISBN:
0123423368 ou 012342335X) . Como proteinas veiculo
preferidas refere-se toxinas ou toxdides bacterianos, tais

como toxdides de difteria ou do tétano. E particularmente
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preferido o toxdéide de difteria CRM97 (Research Disclosure,
453077 (Janeiro 2002)) . Outros polipéptidos veiculo
compreendem a proteina da membrana exterior de N.
meningitidis (EP-A-0372501), péptidos sintéticos (EP-A-
0378881; EP-A-0427347), proteinas de choque térmico
(WO93/17712; W094/03208), ©proteinas de tosse convulsa
(WO098/58668; EP-A-0471177), proteina D de H. influenzae
(WO00/56360), citoquinas (W091/01146), linfoquinas,
hormonas, factores de crescimento, toxina A ou B de C.
difficile (W0O00/61761), proteinas de absorgdo de ferro
(WO01/72337), etc.. No <caso de a mistura compreender
sacaridos capsulares dos serogrupos A e C, entdo podera ser
preferivel que a proporgao (p/p) de sacarido MenA:sacarido
MenC seja superior a 1 (v.g., 2:1, 3:1, 4:1, 5:1, 10:1 ou
superior). E possivel conjugar sacdridos diferentes com o
mesmo tipo ou com tipos diferentes de proteinas veiculo. Se
necessario, é possivel utilizar qualguer reaccao de
conjugacgao adequada, com qualquer ligador adequado.

Os antigénios de proteinas téxicas podem ser
desintoxicados gquando se necessario, v.g., desintoxicacgao
da toxina da tosse convulsa por meios quimicos e/ou
genéticos.

No caso de se incluir um antigénio de difteria na
composicao, entao é preferivel incluir também antigénio do
tétano e antigénios da tosse convulsa. De igual modo, no
caso de se incluir um antigénio do tétano, entao é
preferivel incluir também antigénios de difteria e de tosse
convulsa. De igual modo, no caso de se incluir um antigénio
de tosse convulsa, entdo é preferivel incluir também

antigénios de difteria e de tétano.



82

Os antigénios na composicao irado estar tipicamente
presentes numa concentragao pelo menos de 1 pg/mL, cada. De
um modo geral, a concentracdo de qualquer antigénio devera
ser suficiente para provocar uma resposta imune contra esse
antigénio.

Como alternativa a wutilizagdo de antigénios de
proteinas na composicao da invencado, ¢é possivel utilizar
acido nucleico que codifique o antigénio (v.g., Robinson e
Torres (1997) Seminars in Immunology 9: 271-283; Donnelly
et al. (1997) Annu Rev Immunol 15: 617-648; Scott-Taylor e
Dalgleish (2000) Expert Opin Investig Drugs 9: 471-480;
Apostolopoulos e Plebanski (2000) Curr Opin Mol. Ther 2:
441-447; TIlan (1999) Curr Opin Mol. Ther 1: 116-120;
Dubensky et al. (2000) Mol. Med 6: 723-732; Robinson e
Pertmer (2000) Adv Virus Res 55: 1-74; Donnelly et al.
(2000) Am J Respir Crit Care Med 162 (4 Pt 2): S190-193;
Davis (1999) Mt. Sinai J. Med. 66: 84-90). Os componentes
proteicos das composigbes da 1invengao podem assim ser
substituidos por acidos nucleicos (de preferéncia ADN,

v.g., sob a forma de um plasmideo) que codifique a proteina.

VACINAS

As vacinas de acordo com a 1nvengao podem ser
profildcticas (isto ¢é, ©para prevenir a infeccgao) ou
terapéuticas (isto é, para tratar a doenca apds infeccgao).

Tais vacinas compreendem o conférmero F  GBS80,
normalmente em combinagao com “veiculos farmaceuticamente
aceitaveis”, o0s quals incluem gquaisquer veiculos gue nao
induzam eles proéprios a producao de anticorpos nocivos para
o individuo que recebe a composicao. Tipicamente, como

veiculos adequados refere-se macromoléculas grandes
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metabolizadas lentamente, tais Como proteinas
polissacaridos, acidos polilacticos, acidos poliglicdlicos,
aminodcidos poliméricos, copolimeros de aminodacidos,
agregados de lipidos (tais como goticulas de 6leo ou
lipossomas) e particulas inactivas de virus. Tais veiculos
sdo bem conhecidos pelos especialistas na matéria. Além
disso, estes veiculos podem actuar Ccomo agentes
imunoestimuladores (“adjuvantes”) . Além do mais, o
conférmero F de adesina bacteriano pode ser conjugado com
um toxdide bacteriano, tal como um toxdide proveniente de
patogénios, tais como de difteria, do tétano, da cdélera, H.
pylori, etc..

As composigdes tais como vacinas e composigdes
farmacéuticas da invengao podem compreender, de um modo
vantajoso, um adjuvante, o qual pode produzir um aumento
das respostas imunes (humoral e/ou celular) num paciente
que receba a composigao.

Como adjuvantes que € possivel utilizar na invengéo
refere-se, mas sem que isso constitua qualquer limitacgao.

* Uma composigao que contém um mineral, incluindo sais
de céalcio e sais de aluminio (ou suas misturas). Sais de
calcio incluem fosfato de calcio (v.g., as particulas *“CAP”
descritas no documento US 6 355 271). Os sais de aluminio
compreendem hidréxidos, fosfatos, sulfatos, etc., podendo
0s sals assumir qualquer forma adequada (v.g., gel,
cristalino, amorfo, etc.). é preferivel a adsorgcao nestes
sais. As composigdes que contém minerais também podem ser
formuladas como uma particula do sal de metal (WO00/23105).
Os adjuvantes de sais de aluminio sdo a seguir descritos

mais minuciosamente.
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. Agentes indutores de citoquinas (ver mais
minuciosamente a seguir)

* Saponinas (capitulo 22 da obra Vaccine Design: The
Subunit and Adjuvant Approach (eds. Powell e Newman) Plenum
Press 1995 (ISBN 0-306-44867-X)), as guais sao um dJgrupo
heterdlogo de glicdsidos de esterol e glicdsidos
triterpendéides que podem ser encontrados na casca, has
folhas, nos caules, nas raizes e mesmo nas flores de
diversas espécies vegetais. As saponinas da casca da arvora
do sabdo Quillaia saponaria foram Jja bastante estudadas

como adjuvantes. As saponinas também podem ser obtida

comercialmente da Smilax ornata (salsaparrilha),
Gypsophilla paniculata (gipsofila wvivaz) e Saponaria
officianalis (raiz da arvore do sabdo). As formulagdes

adjuvantes de saponina incluem formulagdes purificadas,
tais como QS21, bem como formulagdes de lipidos, tais como
ISCOM. O QS21 é comercializado sob a designacao Stimulon™.
As composigbes de saponina foram purificadas utilizando
HPLC e HPLC-FI. Foram identificadas as fracgbes especificas
purificadas utilizando estas técnicas, incluindo QS7, QS17,
QSsS18, QS21, QH-A, QH-B e QH-C. De preferéncia, a saponina é
0S21. Um método para a produgao de QS21 encontra-se
descrito no documento US 5 057 540. E possivel utilizar a
fracgcao A de Quil A em conjunto pelo menos com um outro
adjuvante (WO 05/02620). As formulacdes de saponina também
podem compreender um esterol, tal como colesterol (WO
96/33739). As combinacdes de saponinas e de colesterdis
podem ser utilizadas para formar particulas Gnicas
designadas por complexos imunoestimuladores (ISCOM)
(capitulo 23 da obra Vaccine Design: The Subunit and

Adjuvant Approach (eds. Powell & Newman) Plenum Press 1995
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(ISBN 0-306-44867-X)) . Tipicamente, oS ISCOM também
compreendem um fosfolipido, tal como fosfatidietanolamina
ou fosfatidilcolina. E possivel wutilizar qualquer outra
saponina conhecida nos ISCOM. De preferéncia, o ISCOM
compreende um ou varios de QuilA, QHA e QHC. Os ISCOM
encontram-se ainda descritos nos documentos EP-A-0109942,
US 4 578 269, WO 96/11711 e US 6 352 697. Facultativamente,
os ISCOM podem ser isentos de detergentes suplementares (WO
00/07621; US 6 506 386). E possivel utilizar uma mistura
pelo menos de dois complexos ISCOM, em gue cada complexo
compreende essencialmente uma fracgao de saponina, em que
os complexos sao complexos ISCOM ou complexos de matriz
ISCOM (WO 04/04762). Para uma descricao do desenvolvimento
de adjuvantes com base em saponina veja-se a obra de Barr
et al. (1998) Advanced Drug Delivery Reviews 32: 247-271 e
de Sjolanderet et al. (1998) Advanced Drug Delivery Reviews
32: 321-338.

* Adjuvantes gordos (ver mais minuciosamente infra).

* Toxinas de ribosilacao de ADP bacterianas (v.g., a
enterotoxina “LT” labil ao calor de E. coli, a toxina da
célera “CT” ou a toxina da tosse convulsa “PT”) e seus
derivados desintoxicados, tais como as toxinas mutantes,
conhecidas como LT-K63 e LT R72 (Pizza et al. (2000) Int J
Med Microbiol 290: 455-461). A utilizacao de toxinas de
ribosilagao de ADP desintoxicadas como adjuvantes mucosais
encontra-se descrita no documento WO 95/17211 e como
adjuvantes parentéricos no documento WO 98/42375.

* Biocadesivos e mucoadesivos, tais como microesferas
de 4cido hialurédénico esterificado (Singh et al. (2001) J
Cont Release 70: 267-276) ou gquitosano e seus derivados (WO

99/27960) .
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* Microparticulas (isto ¢é, uma particula com um
didmetro entre ~100 nm e ~150 um, mais preferencialmente um
didmetro entre ~200 nm e ~30 pm ou um didmetro entre ~500
nm e ~10 um) formadas a partir de materiais gque sejam
biodegradaveis e nao téxicos (v.g., um poli(dcido o-
hidroxi), um &dcido poli-hidroxibutirico, um poliortoéster,
um polianidrido, uma policaprolactona, etc.), sendo
preferivel com poli(lactido-co-glicdlico), facultativamente
tratado de um modo a ter uma superficie carregada
negativamente (v.g.,com SDS) ou uma superficie carregada
positivamente (v.g., com um detergente catidnico, tal como
CTAB) .

* Lipossomas (capitulos 13 e 14 da obra Vaccine
Design: The Subunit and Adjuvant Approach (eds. Powell &
Newman) Plenum Press 1995 (ISBN 0-306-44867-X)). Como
exemplos de formulagdes de lipossomas adequadas para
utilizagao enquanto adjuvantes refere-se as descritas nos
documentos US 6 090 406, US 5 916 588 e EP-A-0626169.

* Emulsbes de 6leo em agua (ver a seguir mais
minuciosamente).

+ Eteres de polioxietileno e ésteres de polioxietileno
(WO 99/52549) . Tais formulagdes compreendem ainda
tensicactivos de éster de polioxietileno-sorbitano em
combinagao com um octoxinol (WO 01/21207), bem como
tensiocactivos de éteres ou ésteres de polioxietileno-
alquilicos em combinagao pelo menos com um tensioactivo nao
idénico suplementar, tal como um octoxinol (WO 01/21152).
Como éteres de polioxietileno preferidos refere-se os
seleccionados entre o conjunto constituido por: éter
polioxietileno-9-laurilico (“laureth 97y, éter

polioxietileno-9-esteorilico, éter polioxietileno-8-
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esteorilico, éter polioxietileno-4-laurilico, éter
polioxietileno-35-laurilico e éter polioxietileno-23-
laurilico.

+ Péptidos de muramilo, tais como N-acetilmuramil-L-
treonil-D-isoglutamina (“thr-MDP”), N-acetil-normuramil-L-
alanil-D-isoglutamina (nor-MDP), N-acetil-glucosaminil-N-
acetilmuramil-L-Al-D-isoglu-L-Ala-dipaimitoxi-propilamida
(“DTP-DPP” ou “Theramide™”), N-acetilmuramil-L-alanil-D-
isoglutaminil-L-alanina-2-(1’,2’-dipalmitoil-sn-glicero-3-
hidroxifosforiloxi)-etilamina (“MTP-PE”).

* Uma preparacao de proteossoma de proteina da
membrana exterior preparada a partir de uma primeira
bactéria Gram-negativa em combinacdo com uma preparagao de
lipossacaridos proveniente de uma segunda bactéria Gram-
negativa, em que as preparacgdes de lipossacarido e de
proteossoma de proteina da membrana exterior formam um
complexo adjuvante nado covalente estavel. Tails complexos
compreendem  “IVX-908", um complexo que compreende @ a
membrana exterior de Neisseria meningitidis e
lipopolissacaridos. Tém vindo a ser utilizados como
adjuvantes para vacinas contra a gripe (WO 02/72012).

* 5’-Monofosfato de metil-inosina (“MIMP”) (Signorelli
e Hadden (2003) Int Immunopharmacol 3(8): 1177-86).

* Um composto pirrolizidina poli-hidroxilado (WO

04/64715), tal como um que satisfaz a fdérmula estrutural:

HQ H i
mi&&w

em que o simbolo R representa um grupo seleccionado entre o

conjunto constituido por hidrogénio e grupos acilo, alquilo
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(v.g., cicloalquilo), alcenilo, alquinilo e arilo, lineares
ou ramificados, insubstituidos ou substituidos, saturados
ou insaturados, ou seus sais ou derivados farmaceuticamente
aceitaveis. Como exemplos refere-se, mas sem gue 1sso
constitua qualgquer limitagao: casuarina, casuarine-6-o-D-
glucopiranose, 3-epi-casuarina, 7-epi-casuarina, 3, 7-diepi-
casuarina, etc..

* Uma insulina gama (Cooper (1995) Pharm Biotechnol
6:559-80) ou um seu derivado, tal como algamulina.

* Um ligando CDld, tal como uma o-glicosilceramida,
v.g., o-galactosilceramida.

Estas e outras substancias adjuvantes activas
encontram-se descritas mais minuciosamente na obra Vaccine
Design: The Subunit and Adjuvant Approach (eds. Powell &
Newman) Plenum Press 1995 (ISBN 0-306-44867-X) e Vaccine
Adjuvants: Preparation Methods and Research Protocols
(Volume 42 de Methods in Molecular Methods series). ISBN:
1-59259-083-7. Ed. O'Hagan.

As composigbes podem incluir dois ou mais dos
referidos adjuvantes. Por exemplo, podem incluir de um modo
vantajoso uma emulsao de 6leo em agua e um agente indutor
de citogquinas, uma vez que esta composigao melhora as
respostas de citoquinas provocadas por vacinas contra a
gripe, tais como a resposta de interferao vy, sendo a
melhoria muito superior do gque a observada quando a emulsao
ou o agente sao utilizados por si sds.

Tipicamente, os antigénios e os adjuvantes numa
composigao irao ser utilizados em mistura.

No caso de a vacina incluir um adjuvante, entao esta
pode ser ©preparada extemporaneamente, no momento da

administracao. Assim, a invencao proporciona estojos que
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compreendem os componentes antigénio e adjuvante preparados
para mistura. O estojo permite gque o adjuvante e o
antigénio sejam mantidos em separado até ao momento da sua
utilizagao. Os componentes encontram-se fisicamente
separados entre si no estojo, podendo tal separagao ser
alcangada de diversos modos. Por exemplo, os dois
componentes podem estar em dois recipientes separados, tais
como frascos. O contetdo dos dois frascos pode entao ser
misturado, v.g., removendo o contetdo de um frasco e
adicionando-o ao outro frasco, ou por meio da remogao em
separado do contetdo de ambos os frascos e sua mistura num
terceiro recipiente. De acordo com uma forma de realizacgao
preferida, um dos componentes do estojo encontra-se numa
seringa e o outro num recipiente, tal como um frasco. A
seringa pode ser utilizada (v.g., com uma agulha) para
inserir o seu contetdo no segundo recipiente para mistura,
e a mistura pode entao ser retirada para a seringa. O
contetdo misturado da seringa pode entédo ser administrado a
um paciente, tipicamente com uma nova seringa estéril. O
armazenamento de um componente numa seringa elimina a
necessidade de utilizar uma outra seringa para a
administragao ao paciente. De acordo com outra forma de
realizagao preferida, os dois componentes do estojo sao
mantidos em conjunto, mas separados na mesma seringa, v.g.,
uma seringa com dois compartimentos, tais como os descritos
nos documentos WO 05/89837, US 6 692 468, WO 00/07647, WO
99/17820, US 5 971 953, US 4 060 082, EP-A-0520618 e WO
98/01174. Quando se acciona a seringa (v.g., durante a
administracgao a um paclente) o) contetdo dos dois

compartimentos é misturado. Esta forma de realizagao evita
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a necessidade de um passo de mistura em separado no momento

da utilizagao.

Adjuvantes em emulsbes de 6leo em agua

Concluiu-se que as emulsdes de &leo em 4agua sao
particularmente adequadas para utilizagao como adjuvantes
em vacinas contra o virus da gripe. Sao conhecidas diversas
de tais emulsdes, as gquals compreendem tipicamente pelo
menos um &leo e pelo menos um tensiocactivo, sendo o(s)
6leo(s) e o(s) tensiocactivo(s) biodegradaveis
(metabolisaveis) e biocompativeis. As goticulas de dleo na
emulsdao possuem normalmente um didmetro inferior a 5 um,
podendo mesmo apresentar um didmetro sub-micron, sendo tais
tamanhos pequenos alcangavels com um microfluidificador
para proporcionar emulsdes estaveis. Sao preferiveis
goticulas com um tamanho inferior a 220 nm, uma vez Jque
podem ser submetidas a esterilizacgao por filtragao.

A invengado pode ser utilizada com déleos, tais como os
provenientes de uma fonte animal (tal como de peixe) ou de
uma fonte vegetal. Como fontes de dleos vegetailis refere-se
frutos, sementes e graos. O 6leo de amendoim, o &éleo de
soja, o o6leo de coco e o azeite constituem exemplos dos
6leos de frutos mais comuns comercialmente disponiveis. E
possivel utilizar 6leo de jojoba, v.g., obtido a partir do
feijao de Jjojoba. Como &leos de sementes refere-se o &leo
de acafro, o &éleo de sementes de algodao, o dleo de
sementes de girassol, o 6leo se sésamo e semelhantes. No
grupo dos graos, o 6leo de milho é o que se encontra mais
facilmente disponivel, embora também possa ser utilizado o
6leo de outros graos de cereais, tais como trigo, aveia,

centeio, arroz, teff, triticale e semelhantes. E possivel
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preparar ésteres de acidos gordos com 6 a 10 atomos de
carbono de glicerol e de 1,2-propanodiol, embora nao
ocorram naturalmente em &leos de sementes, por hidrdélise,
separagao e esterificagao dos materiais de partida
adequados provenientes de 6leos de frutos e de sementes. As
gorduras e os ¢leos provenientes do leite de mamiferos séao
metabolizados e podem, por tal motivo, ser utilizados na
presente invengao. 0s procedimentos para a separagao,
purificagdo, saponificagdo e outros meios necessarios para
a obtengdao de o6leos puros de fontes animais sao bem
conhecidos na especialidade. A maior parte dos peixes
contém Oleos metabolizados que podem ser facilmente
recuperados. Por exemplo, o 6leo de figado de bacalhau, os
6leos de figado de tubardo e o d6leo de baleia, tal como
espermacete, constituem exemplos de diversos dos dleos de
peixe que podem aqui ser utilizados. H& diversos &6leos de
cadeia ramificada que sao bioquimicamente sintetizados em
unidades isopreno com 5 carbonos, o0s quais sao normalmente
referidos como terpendides. O o6leo de figado de tubarao
contém terpendides insaturados e ramificados designados por
esqualeno, 2,6,10,15,19,23-hexametil-2,6,10,14,18,22-tetracosa-
hexaeno, o qual ¢é aqui particularmente preferido. O
esqualano, que é o anadalogo saturado de esqualeno, também
constitui um &éleo preferido. 0Os o6leos de peixe, incluindo
esqualeno e esqualano, encontram-se comercialmente
disponiveis em fontes comerciais ou podem ser obtidos por
métodos conhecidos na especialidade. Como outros &leos
preferidos refere-se os tocoferdis (ver infra). Também é
possivel utilizar misturas de &éleos.

Os tensioactivos podem ser classificados guanto ao seu

‘HLB’ (equilibrio hidrdéfilo/lipdéfilo). Os tensiocactivos
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preferidos de acordo com a invengao possuem um HLB pelo
menos de 10, de preferéncia pelo menos de 15 e ainda mais
preferencialmente pelo menos de 16. A invengao pode ser
utilizada com tensiocactivos incluindo, mas sem que 1isso
constitua qualquer limitagdo: tensiocactivos de ésteres de
polioxietileno-sorbitano (normalmente designados Como
‘Tweens’), em particular polissorbato 20 e polissorbato 80;
copolimeros de o6xido de etileno (EO), o¢xido de propileno
(PO) e/ou o6xido de butileno (BO), comercializados sob a
designagao comercial DOWFAX™, tais como copolimeros de
bloco EO/PO lineares; octoxindis, os quais podem variar no
nimero de grupos etoxi repetidos (oxi-1,2-etanodiilo),
sendo particularmente interessante o octoxinol-9 (‘Triton X
100" ou t-octilfenoxipolietoxietanol); (octilfenoxi)-poli-

etoxietanol (IGEPAL CA-630/NP-40); fosfolipidos, tais como

fosfatidilcolina (lecitina); éteres gordos de
polioxietileno provenientes dos alcoois laurilico,
cetilico, estearilicoo e oleilico (designados por

tensicactivos Brij), tais como éter trietelenoglicol-
monolaurilico (Brij 30); e ésteres de sorbitano
(normalmente conhecidos como SPAN), tais como trioleato de
sorbitano (Span 85) e monolaurato de sorbitano. Como
tensiocactivos preferidos para inclusao na emulsao refere-se
‘Tween 80’ (monooleato de polioxietileno-sorbitano), ‘Span
85’ (trioleato de sorbitano), lecitina e “Triton X 100'.
Também é possivel utilizar mistura de tensiocactivos, v.g.,
misturas de ‘Tween 80’/’Span 85'.

Como adjuvantes especificos em emulsao de 6leo em agua
uteis de acordo com a invengao refere-se, mas sem que isso

constitua qualgquer limitacao:
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e uma emulsadao sub-micron de esgqualeno, ‘Tween 80’ e
‘Span 85’. A composigcao da emulsao em volume pode ser de
cerca de 5% de esqualeno, cerca de 0,5% de polissorbato 80
e cerca de 0,5% de “Span 85’. Em termos de peso, estas
proporgdes ficam 4,3% de esqualeno, 0,5% de polissorbato 80
e 0,48% de “‘Span 85’. Este adjuvante ¢é conhecido como
‘MF597 (WO 90/14837; Podda e Del Giudice (2003) Expert Rev
Vaccines 2: 197-203; Podda (2001) Vacccine 19: 2673-2680),
conforme descrito mais minuciosamente no capitulo 10 da
obra Vaccine Design: The Subunit and Adjuvant Approach
(eds. Powell & Newman) Plenum Press 1995 (ISBN 0-306-44867-
X) e no capitulo 12 da obra Vaccine Adjuvants: Preparation
Methods and Research Protocols (Volume 42 de Methods in
Molecular Methods series). ISBN: 1-59259-083-7. Ed.
O'Hagan. De um modo vantajoso, a emulsao MF59 compreende
ides citrato, v.g., tampao de citrato de sdédio 10 mM.

* Uma emulsadao de esqualeno, um tocoferol e ‘Tween 80'.
A emulsao pode compreender soluto salino tamponado com
fosfato. Também pode incluir “‘Span 85’ (v.g., a 1%) e/ou
lecitina. Estas emulsdes podem compreender entre 2% e 10%
de esqualeno, entre 2% e 10% de tocoferol e entre 0,3% e 3%
de ‘Tween 80", e a proporgao em peso entre
esqualeno:tocoferol é preferencialmente < 1, uma vez dJue
esta razdo proporciona uma emulsdo mals estavel. Uma tal
emulsao pode ser preparada por dissolugao de ‘Tween 80’ em
PBS para se obter uma solugao a 2%, subsequente mistura de
90 mL desta solugdao com uma mistura de (5 g de DL-o-
tocoferol e 5 mL de esqualeno) e depois submeter a mistura
a microfluidificagao. A emulsao resultante pode possuilr

goticulas de d6leo sub-micron, v.g., com um didmetro médio
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compreendido entre 100 e 250 nm e de preferéncia de cerca
de 180 nm.

* Uma emulsao de esqualeno, um tocoferol e um
detergente ‘Triton’ (v.g., ‘Triton X-100").

* Uma emulsao de esqualano, polissorbato 80 e
poloxdmero 401 (“Pluronic™ L1217). A emulsdo pode ser
formulada em soluto salino tamponado com fosfato, pH 7,4.
Esta emulsao constitui um veiculo de administragao util
para dipéptidos de muramilo e tem vindo a ser utilizada com
treonil-MDP no adjuvante “SAF 1” (Allison e Byars (1992)
Res Immunol 143: 519-25) (0,05%-1% de Thr-MDP, 5% de
esqualano, 2,5% de ‘Pluronic L121’ e 0,2% de polissorbato
80). Também pode ser wutilizada sem Thr-MDP, como no
adjuvante *“AF” (Hariharan et al. (1995) Cancer Res 55:
3486-9) (5% de esqualano, 1,25% de ‘Pluronic L1217’ e 0,2%
de polissorbato 80). E preferivel a microfluidificacao.

* Uma emulsao que possui entre 0,5% e 50% de um 6leo,
entre 0,1% e 10% de um fosfolipido e entre 0,05% e 5% de um
tensiocactivo nao idénico. Conforme descrito no documento WO
95/11700, como componentes fosfolipidos preferidos refere-
se fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidil-
serina, fosfatidilinositol, fosfatidilglicerol, acido
fosfatidinico, espingomielina e cardiolipina. Sao
vantajosos tamanhos de goticulas sub-micron.

e Uma emulsdo de d&leo em agua sub-micron de um &leo
ndao metabolisdavel (tal como um 6éleo mineral leve) e pelo
menos um tensioactivo (tal como lecitina, ‘Tween 80’ ou
‘Span 80’). E possivel incluir aditivos, tais como saponina
QuilA, colesterol, um conjugado saponina-lipéfilo (tal como
GPI-0100, descrito no documento US 6 080 725, preparado por

adigdo de amina alifadtica a desacilsaponina por meio do
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grupo carboxilo do acido glucurdnico), brometo de
dimetildioctadecil-amdénio e/ou N,N-dioctadecil-N,N-bis(2-
hidroxietil) -propanodiamina.

* Uma emulsao na gqual uma saponina (v.g., QuilA ou
QS21) e um esterol (v.g., um colesterol) estdao associados
como micelas em hélice (WO 05/097181).

As emulsdes podem ser misturadas extemporaneamente com
antigénios, no momento da administracdo. Assim, o adjuvante
e o antigénio podem ser mantidos em separado numa vacina
embalada ou distribuida, preparada para formulacado final no
momento de utilizacdo. De um modo geral, o antigénio ira
estar sob uma forma aquosa, de um modo tal que a vacina
seja preparado no final por mistura dos dois liquidos. A
proporgdo em volume entre os dois ligquidos para mistura
pode variar (v.g., entre 5:1 e 1:5), mas € normalmente
cerca de 1:1.

Depois de se misturar o antigénio e o adjuvante, o
antigénio ira normalmente permanecer na solugdao agquosa, mas
pode-se distribuir a volta da interface &6leo/agua. De um
modo geral, muito pouco ou mesmo nenhum antigénio ira
entrar na fase oleosa da emulsao.

No caso de a composigcao compreender um tocoferol,
entdao é possivel utilizar gqualquer um dos tocoferdis o, B,
v, O, & ou (, mas sao preferiveis os tocoferdis o. O
tocoferol pode assumir diversas formas, v.g., sais e/ou
isdémeros diferentes. Como sals refere-se sals organicos,
tais como succinato, acetato, nicotinato, etc.. é possivel
utilizar tanto o D-c-tocoferol como o DL-a-tocoferol. Os
tocoferdis sao incluidos vantajosamente nas vacinas para
utilizacao em idosos (v.g., com 1idade de 60 anos ou

superior) uma vez que tem sido descrito que a vitamina E
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possui um efeito positivo sobre a resposta imune neste
grupo de pacientes (Han et al. (2005) Impact of Vitamin E
on Immune Function and Infectious Diseases in the Aged at
Nutrition, Immune functions and Health EuroConference,
Paris, 9-10 de Junho de 2005). Também possuem propriedades
anti-oxidantes que podem auxiliar a estabilizagao das
emulsdes (US 6 630 161). Como oa-tocoferol preferido refere-
se o DL-a-tocoferol, sendo o sal preferido deste tocoferol
o0 succinato. Concluiu-se gue o sal succinato coopera com
ligandos associados a TNF in vivo. Além do mais, sabe-se
que o succinato de o-tocoferol é compativel com vacinas
(por exemplo, vacinas contra a gripe) e que € um
conservante Util como alternativa a compostos de mercurio

(WO 02/097072) .

Agentes indutores de citoquinas

Os agentes indutores de citoquinas para inclusao nas
composigdbes da invengao sao capazes, quando administrados a
um paciente, de fazer com que o sistema 1imune liberte
citoquinas, incluindo interferdes e interleucinas. Sabe-se
que as respostas de citoquinas estao implicadas nos estados
iniciais e decisivos da defesa do hospedeiro contra uma
infecgao com patogénios (Hayden et al. (1998) J Clin Invest
101 (3): 643-9). 0S agentes preferidos podem promover a
libertacao de um ou varios de: interferdo vy; interleucina
1; interleucina 2; interleucina 12; TNF «; TNF [; e GM CSF.
Os agentes preferidos promovem a libertagado de citogquinas
associada a uma resposta imune do tipo Thl, vV.g.,
interferao vy, TINF ¢, interleucina 2. E preferivel a

estimulacao tanto de interferao y como de interleucina 2.
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Como resultado da administracao de uma composicao da
inveng¢do, o paciente ira ter c¢élulas T que, quando
estimuladas com um antigénio, irao libertar a(s)
citoquina(s) desejada(s) de um  modo especifico ao
antigénio. Por exemplo, a forma de células T purificadas no
sangue ira libertar interferdo vy quando exposta in vitro ao
antigénio estimulado. Os métodos para a determinacao de
tais respostas em células mononucleares de sangue
periférico (PBMC) sao conhecidos na especialidade, e
compreendem ELISA, ELISPOT, citometria de fluxo e PCR em
tempo real. Por exemplo, Tassignon et al. (2005) J Immunol
Meth 305: 188-98 descrevem um estudo no qual respostas
imunes mediadas por células T especificas do antigénio
contra o toxdéide do tétano, em particular respostas de
interferao vy, foram monitorizadas e concluiu-se que O
ELISPOT constituia o método mais sensivel para descriminar
as respostas induzidas por TT especificas do antigénio a
partir de respostas espontédneas, mas que a detecgao de
citoquina intracitoplasmica por citometria de fluxo era o
método mais eficientes ©para detectar efeitos de re-
estimulacgao.

Como agentes indutores de citoquinas adequados refere-
se, mas sem que 1sso constitua qualgquer limitacgao:

* Um oligonucledétido imunoestimulador, tal como um que
contenha um motivo CpG (uma sequéncia dinucleotidica que
contenha uma citosina nao metilada ligada por meio de uma
ligagao fosfato a uma guanosina) ou um ARN de cadeia dupla
ou um oligonucledtido que contenha uma sequéncia
palindrémica ou um oligonucledétido que contenha uma

sequéncia poli(dG).
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* Monofosforil-lipido A 3-0O-desacilado (*33dMPL',
também conhecido como “‘MPL™’) (Myers et al. (1990) paginas
145-156 da obra Cellular and molecular aspects of endotoxin
reactions; Ulrich (2000) capitulo 16 (paginas 273-282) da
obra Vaccine Adjuvants: Preparation Methods and Research
Protocols (volume 42 da obra Methods in Molecular Methods
series). ISBN: 1-59259-083-7. Ed. O'Hagan; Johnson et al.
(1999) J Med Chem 42: 4640-9; Baldrick et al. (2002)
Regulatory Toxicol Pharmacol 35: 398-413).

* Um composto imidazoquinolina, tal como Imiguimod (“R
837") (US 4 680 338; US 4 988 815), Resiquimod (“R 848")
(WO 92/15582), e seus analogos; e seus sais (v.g., os sais
cloridrato). E possivel encontrar uma descricdo mais
minuciosa a propdsito de imidazoquinolinas imuno-
estimuladoras por Stanley (2002) Clin Exp Dermatol 27: 571-
577, Wu et al. (2004) Antiviral Res. 64(2): 79-83,
Vasilakos et al. (2000) Cell Immunol. 204(1l): 64-74, nos
documentos US 4 689 338, US 4 929 624, US 5 238 944, US 5
266 575, US 5 268 376, US 5 346 905, US 5 352 784, US 5 389
640, US 5 395 937, US 5 482 936, US 5 494 916, US 5 525

612, US 6 083 505, US 6 440 992, US 6 627 640, US 6 656
938, US 6 660 735, US 6 660 747, US 6 664 260, US 6 664
264, US 6 664 265, US 6 667 312, US 6 670 372, US 6 677
347, US 6 677 348, US 6 677 349, US 6 683 088, US 6 703
402, US 6 743 920, US 6 800 624, US 6 809 203, US 6 888

000, US 6 924 293 e Jones (2003) Curr Opin Investig Drugs
4: 214-218.

e Um composto tio-semicarbazona, tal como os descritos
no documento WO 2004/060308. Os métodos de formulacado, de
preparagao e de pesquisa de compostos activos também se

encontram descritos no documento WO 2004/060308. As tio-
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semicarbazonas também sao particularmente eficazes na
estimulagdo de células mononucleares periféricas humanas
para a produgao de citoquinas, tais como TNF-«.

* Um composto triptantrina, tal como os descritos no
documento WO 2004/064759. 0Os métodos de formulacdo, de
preparagao e de pesquisa de compostos activos também se
encontram descritos no documento WO 2004/064759. As tio-
semicarbazonas também sao particularmente eficazes na
estimulagcao de células mononucleares periféricas humanas
para a produgao de citoguinas, tais como TNF-o.

* Um anadlogo nucleosidico, tal como: (a) isatorabina

(ANA-245; 7-tia-8-oxoguanosina) :

e seus pré-farmacos; (b) ANA975; (c) ANA-025-1; (d) ANA380;
(e) os compostos descritos nos documentos US 6 924 271, US
2005/0070556 e US 5 658 731; (f) um composto que satisfaz a

férmula estrutural:

em que:
cada um dos simbolos R1 e R2 representa independentemente
H, halo, -NRaRDb, -0OH, alcoxi(C1-Cq), alcoxi (C1-Cs)

substituido, heterociclilo, heterociclilo substituido,
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arilo(Cg-Cig), arilo(Cg-Ci1g) substituido, algquilo(C;-Cg¢) ou
alquilo (C1-Cg) substituido;

o simbolo R3 esta ausente ou representa H, alquilo(C;-Cg),
alquilo(C;-Cs) substituido, arilo(Cg-Cig), arilo(Cg—Cip)
substituido, heterociclilo ou heterociclilo substituido;
cada um dos simbolos R4 e R5 representa independentemente
H, halo, heterociclilo, heterociclilo substituido, C(0O)-Rd,
alquilo(C;-Cg), alquilo(C;-Cs) substituido ou entao estao
ligados para formar um anel com 5 membros, tal como na

féormula estrutural R4-5:

_ DRy

Ry

Ras

sendo a ligacgao alcancgada pelas ligagdes indicadas por

cada um dos simbolos X1 e X2 representa independentemente
N, C, O ou S;

o simbolo R8 representa H, halo, -0H, alquilo(Ci-Cg),
alcenilo(Cy;-Cg¢), alguinilo(C,-Cg¢), -OH, -NRaRb, -(CH2)n-0-
Rc, -0O-(alquilo(Ci-Cg)), -S(O)pré ou -C(0)-Rd;

o simbolo R9 representa H, alquilo(Ci-Cg¢), algquilo(C;-Cg)
substituido, heterociclilo, heterociclilo substituido ou

R%9a, em gque o simbolo R9a representa:

O
Rﬁfﬂﬁs;
Rie R RYa
sendo a ligag¢ao alcangada na ligagao por
cada um dos simbolos R10 e R11 representa independentemente
H, halo, alcoxi(C;-Cq), alcoxi(C;-Cg) substituido, -NRaRb ou
-0H;
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cada um dos simbolos Ra e Rb representa independentemente
H, alquilo(C1-Cq), alquilo (C1-Cyg) substituido, -C(O)Rd,
arilo(Cg-Cig) ;

cada simbolo Rc representa independentemente H, fosfato,
difosfato, trifosfato, alquilo (C;-Cg) ou alquilo (C1-Cg)
substituido;

cada simbolo Rd representa independentemente H, halo,

alquilo(C1-Cq), algquilo(C;-Cg) substituido, alcoxi(C;-Cg),

alcoxi(C1-Cg) substituido, -NH2, -NH(alquilo(C1-Cg)),
-NH(alquilo {C1-Cg) substituido), -N{alquilo (C:-Cq)) 2,
-N(alquilo (C;-Cg) substituido) 2, arilo(Cg—Ciq) ou

heterociclilo;

cada simbolo Re representa independentemente H, alquilo(Ci-
Cg), alquilo(Ci;-Cg) substituido, arilo(Cg-Cig), arilo(Cg-Cip)
substituido, heterociclilo ou heterociclilo substituido;
cada simbolo Rf representa independentemente H, alquilo(Ci-
Cgs), alquilo(Ci-C¢) substituido, -C(O)Rd, fosfato, difosfato
ou trifosfato;

cada simbolo n representa independentemente 0, 1, 2 ou 3;
cada simbolo p representa independentemente 0, 1 ou 2

ou (g) um sal farmaceuticamente aceitdvel de qualquer um de
(a) a (f), um tautdmero de qualgquer um de (a) a (f) ou um
sal farmaceuticamente aceitavel do tautdmero.

* Loxoribina (7-alil-8-oxoguanosina) (US 5 011 828).

« Compostos descritos no documento WO 2004/87153,
incluindo: compostos acilpiperazina, compostos indolediona,
compostos tetra-hidroisoquinolina (THIQ), compostos
benzociclodiona, compostos aminoazavinilo, compostos
aminobenzimidazole-quinolinona (ABIQ) (US © 605 617; WO
02/18383), composto hidroftalamida, compostos benzofenona,

compostos isoxazole, compostos esterol, compostos
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quinazilinona, compostos pirrole (WO 2004/1018455),
compostos antragquinona, compostos quinoxalina, compostos
triazina, compostos pirazalopirimidina e compostos
benzazole (WO 03/082272).

» Compostos descritos no documento PCT/US2005/022769.

* Um derivado fosfato aminocalquil-glucosaminida, tal
como RC 529 (Johnson et al. (1999) Bioorg Med Chem Lett 9:
227173-2278; Evans et al. (2003) Expert Rev Vaccines 2: 219-
229) .

* Um fosfazeno, tal como poli-(di-{(carboxilatofenoxi) -
fosfazeno) (“PCPP”), conforme descrito, por exemplo, por
Andrianov et al. (1998) Biomaterials 19: 109-115 e Payne et
al. (1998) Adv Drug Delivery Review 31: 185-196.

+ Imunopotenciadores em moléculas pequenas (SMIP),
tais como:

N2-metil-1-(2-metilpropil)-1H-imidazo(4,5-c)gquinolina-
2,4-diamina

N2,N2-dimetil-1-(2-metilpropil)-1H-imidazo(4,5-c)-
quinolina-2,4-diamina

N2-etil-N2-metil-1-(2-metilpropil)-1H-imidazo(4,5-c)-
quinolina-2,4-diamina

N2-metil-1-(2-metilpropil)-N2-propil-1H-imidazo(4,5-c)-
quinolina-2,4-diamina

1-(2-metilpropil)-N2-propil-1H-imidazo (4, 5-c) -
quinolina-2,4-diamina

N2-butil-1-(2-metilpropil)-1H-imidazo(4,5-c)gquinolina-
2,4-diamina

N2-butil-N2-metil-1-(2-metilpropil)-1H-imidazo(4,5-c) -
quinolina-2,4-diamina

N2-metil-1-(2-metilpropil)-N2-pentil-1H-imidazo (4, 5-

c)quinolina-2, 4-diamina
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N2-metil-1-(2-metilpropil)-N2-prop-2-enil-1H-imidazo-
(4,5-c)quinolina-2,4-diamina

1-(2-metilpropil)-2-((fenilmetil)-tio)-1H-imidazo(4,5-
c)gquinolina-4-amina

1-(2-metilpropil)-2-(propiltio)-1H-imidazo(4,5-¢c)-

quinolina-4-amina

2-((4-amino-1-(2-metilpropil)-1H-imidazo(4,5-c) -
quinolina-2-il)-(metil)-amino)-etanol

acetato de 2-((4-amino-1-(2-metilpropil)-1H-imidazo-
(4,5-c)quinolina-2-il)—-{(metil) -amino)-etilo

4-—amino-1-(2-metilpropil)-1,3-di-hidro-2H-imdazo (4, 5-c) -
quinolina-2-ona

N2-butil-1-(2-metilpropil)-N4,N4-bis(fenilmetil)-1H-
imidazo(4,5-c)quinolina-2,4-diamina

N2-butil-N2-metil-1-(2-metilpropil)-N4,N4-bis(fenil-
metil)-1H-imidazo(4,5-c)quinolina-2,4-diamina

N2-metil-1-(2-metilpropil)-N4,N4-bis(fenilmetil)-1H-
imidazo(4,5-c)quinolina-2,4-diamina

N2,N2-dimetil-1-(2-metilpropil)-N4,N4d-bis(fenilmetil) -
lH-imidazo(4,5-c)quinolina-2, 4-diamina

1-{4-amino-2-(metil-(propil)-amino)-1H-imidazo (4, 5-c) -
quinolina-1-il}-2-metilpropan-2-ol

1-(4-amino-2-(propilamino)-1H-imidazo (4, 5-c)guinolina-
1-il1)-2-metilpropan-2-ol

N4,N4-dibenzil-1-(2-metoxi-2-metilpropil)-N2-propil-
1H-imidazo (4, 5-c)guinolina-2, 4-diamina.

Os agentes indutores de citoquinas para utilizagao na
presente invencgao podem ser moduladores e/ou agonistas de
receptores de tipo portagem (TLR). Por exemplo, podem ser
agonistas de uma ou varias das proteinas TLR1, TLR2, TLR3,

TLR4, TLR7, TLR8 e/ou TLR9 humanas. Como agentes preferidos



104

refere-se o0s agonistas de TLR7 (v.g., 1imidazogquinolinas)
e/ou de TLRYS (v.g., oligonucledtidos CpG). Estes agentes
sao Uteis para activarem os circuitos inatos de imunidade.

0 agente indutor de citoguinas pode ser adicionado a
composigcao em diversas etapas durante a sua produgao. Por
exemplo, pode estar numa composicao de antigénio, podendo
esta mistura ser adicionada a uma emulsdao de 6leo em agua.
Em alternativa, pode estar na emulsdo de 6leo em agua, caso
esse em que o agente pode ser adicionado aos componentes da
emulsdo antes da emulsificagcdo ou pode ser adicionado a
emulsao apdés a emulsificacgao. De igual modo, o agente pode
ser co-acervado com as goticulas da emulsdao. A localizacgéao
e a distribuigcao do agente indutor de citoquinas na
composigao final 1ira depender das suas propriedades
hidrofilicas/lipofilicas, vV.g., o) agente pode estar
localizado na fase aquosa, na fase oleosa e7ou na interface
6leo-agua.

O agente indutor de citoquinas pode ser conjugado com
um agente separado, tal com um antigénio (v.g., CRM197).
Uma descrigdao geral sobre técnicas de conjugagao para
moléculas pequenas encontra-se descrita por Thompson et al.
(2003) Methods 1in Molecular Medicine 94: 255-266. Em
alternativa, os adjuvantes podem ser associados de um modo
nao covalente com oS agentes suplementares, tais como por
meio de interacgao hidrofdébicas ou idnicas.

Dois agentes indutores de citoquinas preferidos sao
(a) oligonucledétidos imunoestimuladores e (b) 3dMPL.

Os oligonucledtidos imunoestimuladores podem
compreender modificagbes/andlogos de nucledtidos, tais como
modificagdes de fosforotiocato e podem ser de cadeia dupla

ou de cadeia simples (excepto para o ARN). Kandimalla et
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al. (2003) Nucleic Acids Research 31: 2393-2400, WO
02/26757 e W099/62923 substituig¢des possiveis de analogos,
v.g., substituicao de guanosina com 2'"-desoxi-7-
deazaguanosina. O efeito do adjuvante de oligonucledtidos
CpG encontra-se ainda descrito por Krieg (2003) Nature
Medicine 9: 831-835, McCluskie et al. (2002) FEMS
Immunology and Medical Microbiology 32: 179-185, WO 98/401,
US 6 207 646, US 6 239 116 e US 6 429 199.Uma sequéncia CpG
pode ser direccionada a TLR9, tal como o motivo GTCGTT ou
TTCGTT (Kandimalla et al. (2003) Biochemical Society
Transactions 31 (parte 3): 654-658). A sequéncia CpG pode
ser especifica para a indugdo de uma resposta imune Thil,
tal como uma OND CpG-A (oligodesoxinucledtido) ou pode ser
mais especifica para a indugdao de uma resposta de células
B, tal como uma ODN CpG-B. As ODN CpG-A e CpG-B encontram-
se descritas por Blackwell et al. (2003) J Immunol 170:
4061-4068, Krieg (2002) Trends Immunol 23: 64-65 e WO
01/95935. De preferéncia, CpG ¢ uma ODN CpG-A. De
preferéncia, o oligonucledétido CpG é construido de modo a
gque a extremidade 5’ esteja acessivel para o reconhecimento
pelo receptor. Facultativamente, as duas sequéncias de
oligonucledtidos CpG podem estar ligadas nas suas
extremidades 3’ para formar “imundémeros”. Ver, por exemplo,
Kandimalla et al. (2003) Biochemical Society Transactions
31 (parte 3): 654-658, Kandimalla et al. (2003) BBRC 306:
948-953, Bhagat et al. (2003) BBRC 300: 853-861 e WO
03/035836. Um adjuvante CpG util ¢é CpG7909, também
conhecido como ProMune™ (Coley Pharmaceutical Group, Inc.).

Como alternativa, ou adicionalmente, a utilizacao de

sequéncias CpG, ¢ possivel wutilizar sequéncias TpG (WO
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01/22972). Estes oligonucledétidos podem estar isentos de
motivos CpG nao metilados.

O oligonucledétido imuncestimulador pode ser rico em
pirimidina. Por exemplo, pode compreender mais do gque um
nucledétido timidina consecutivos (v.g., TTTT, conforme
descrito no documento WO 01/22972) e/ou pode possuir uma
composigdo nucleotidica com > 25% de timidina (v.g., > 35%,
> 40%, > 50%, > 60%, > 80%, etc.). Por exemplo, pode
compreender mais do gue um nucledtido citosina consecutivos
(v.g., CCCC, conforme descrito no documento WO 2004/87153)
e/ou pode possuir uma composicdo nucleotidica com > 25% de
citosina (v.g., > 35%, > 40%, > 50%, > 60%, > 80%, etc.).
Estes oligonucledétidos podem estar isentos de motivos CpG
nao metilados.

Os oligonucledtidos imunoestimuladores irdo compreender
tipicamente pelo menos 20 nucledétidos. Podem compreender
menos de 100 nucledtidos.

O 3dMPL (também conhecido como monofosforil-lipido A
3-de-0O-acilado ou 3-0 desacil-4’-monofosforil-lipido A) ¢é
um adjuvante em dque a posigcao 3 da glucosamida da
extremidade redutora no monofosforil-1lipido A foi
desacilada. O 3dMPL foi preparado a partir de um mutante
sem heptose de Salmonella Minnesota e ¢é guimicamente
semelhantes ao lipido A, mas falta-lhe um grupo fosforilo
1labil a &cidos e um grupo acilo labil a bases. Activa
células da linhagem mondécitos/macrdéfagos e estimula a
libertacao de diversas citoquinas, incluindo IL-1, IL-12,
TNF o e GM-CSF (ver também Thompson et al. (2005) J Leukoc
Biol 78: ‘The low-toxicity versions of LPS, MPL® adjuvant

and RC529, are efficient adjuvants for CD4+ T cells’). A
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preparagao de 3dMPL foi inicialmente descrita no documento
GB A 2220211.

O 3dMPL pode assumir a forma de uma mistura de
moléculas associadas, variando na sua acilagao (v.g.,
possuindo 3, 4, 5 ou 6 cadeias acilo, as quais podem ter
comprimentos diferentes). Os dois monossacaridos de
glucosamina (também conhecidos como 2 desoxi-2-amino-
glicose) sao N-acilados nos seus atomos de carbono na
posicao 2 (isto €, nas posigbes 2 e 2'), verificando-se
também O-acilagao na posigao 3’. O grupo ligado ao carbono
2 satisfaz a férmula geral -NH-CO-CH2-CR1IR1’. O grupo
ligado ao carbono 2’ satisfaz a férmula geral -NH-CO-CH2-
CR2R2'. O grupo ligado ao carbono 3’ satisfaz a fdérmula
geral -0-CO-CH2-CR3R3'.

Uma estrutura representativa é:

Cada um  dos grupos R1, R2 e R3 representa
independentemente -(CH2)n-CH3. O valor de n esta compreendido
preferencialmente entre 8 e 16, mais referencialmente entre
9 e 12 e ainda mais preferencialmente é 10.

Cada um dos grupos R1’, R2’ e R3’ representa

independentemente: (a) -H; (b) -OH ou (c) -0-COR4, em que o
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simbolo R4 representa -H ou -(CH2)m-CH3, em que o valor de
m estd preferencialmente compreendido entre 8 e 16 e mais
preferencialmente ¢é 10, 12 ou 14. Na posigao 2, m é
preferencialmente 14. Na posigédo 2’, m é preferencialmente
10. Na posicgao 3’, m é preferencialmente 12. Os grupos R1/,
R2’ e R3’ sao assim preferencialmente grupos -0O-acilo
provenientes do acido decandico, do acido tetradecandico ou
do acido hexadecandico.

Quando todos os simbolos R1’, R2’ e R3’ representam
-H, entao o 3dMPL possul apenas 3 cadeias acilo (uma em
cada uma das posigdes 2, 2’ e 3’). Quando apenas dois dos
simbolos R1’, R2’ e R3' representam -H, entdao o 3dMPL pode
ter 4 cadeias acilo. Quando apenas um dos simbolos R1’, R2’
e R3’ representa -H, entao o 3dMPL pode possuir 5 cadeias
acilo. Quando nenhum dos simbolos R1’, R2’ e R3’ representa
-H, entao o 3dMPL pode possuir 6 cadeias acilo. O adjuvante
3dMPL utilizado de acordo com a 1invengao pode ser uma
mistura destas formas, possuindo entre 3 e 6 cadeias acilo,
mas ¢é preferivel incluir o 3dMPL com 6 cadeia acilo na
mistura e, em particular, garantir que a cadeia hexa-acilo
constitua pelo menos 10% em peso do total de 3dMPL, v.g., >
20%, > 30%, > 40%, > 50% ou mais. Concluiu-se que o 3dMPL
com 6 cadeias acilo é a forma de adjuvante mais activa.

Assim, a forma mais preferida de 3dMPL para inclusao

nas composig¢gdes de acordo com a invengao é:
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No caso de 3dMPL ser utilizado sob a forma de uma
mistura, entdo referéncias em termos de quantidades ou de
concentragdes de 3dMPL nas composigdes dizem respeito as
espécies de 3dMPL combinadas na mistura.

Em condig¢bdes aquosas, o 3dMPL pode formar agregados ou
particulas micelares com tamanhos diferentes, v.g., com um
didmetro < 150 nm ou > 500 nm. Qualgquer um ou ambos podem
ser utilizados <com a invengao, em que as melhores
particulas podem ser seleccionadas por meio de um ensaio de

rotina. As particulas mais pegquenas (v.g., suficientemente
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pequenas para se obter uma suspensao aquosa limpida de
3dMPL) sao preferiveis para utilizacao de acordo com a
invengcao, uma vez que possuem uma actividade superior (WO
94/21292). As particulas preferidas possuem um diadmetro
médio inferior a 220 nm, mais preferencialmente inferior a
200 nm ou inferior a 150 nm ou inferior a 120 nm e podem
mesmo apresentar um didmetro médio inferior a 100 nm. No
entanto, na maior parte dos casos, o didmetro médio néo
devera ser inferior a 50 nm. Estas particulas sao
suficientemente pequenas para serem adequadas para
esterilizacao por filtragdo. O didmetro das particulas pode
ser testado por técnicas de rotina de dispersédo dindmica de
luz, as quais indicam o diémetro médio das particulas. No
caso de uma particula possuir um diédmetro de x nm, entéo
ira existir normalmente uma distribuicdo de particulas em
torno desta média, mas pelo menos 50% em numero (v.g.,
> 60%, > 70%, > 80%, > 90% ou superior) das particulas irao
possuir um didmetro no intervalo de x + 25%.

O 3dMPL pode ser vantajosamente utilizado com uma
emulsdo de oéleo em agua. Praticamente todo o 3dMPL pode
estar localizado na fase aquosa da emulsao.

O 3dMPL pode ser utilizado por si sé ou em combinacgao
com um ou varios outros compostos. Por exemplo, é conhecida
a utilizacgao de 3dMPL em combinagao com a saponina QS21 (WO
94/00153) (incluindo numa emulsdo de O&leo em agua (WO
95/17210)), com um oligonucledtido imunoestimulador, com
Q0S21 e um oligonucledétido imunoestimulador, com fosfato de
aluminio (WO 96/26741), com hidrdéxido de aluminio (WO
93/19780 ou com fosfato de aluminio e Thidrdéxido de

aluminio).
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Adjuvantes gordos

Como adjuvantes gordos que podem ser utilizados com a

invengdo refere-se as emulsdes de dleo em agua descritas

antes e também, por exemplo:

* Um composto de fdérmula estrutural I, II ou III, ou
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ER B03022:

* Derivados do lipido A de Escherichia coli, tal como
OM-174 (descrito por Meraldi et al. (2003) Vaccine 21:
2485-2491 e Pajak et al. (2003) Vaccine 21: 836-842).

* Uma formulacdo de um lipido catidnico e um co-lipido
(normalmente neutro), tal como brometo-difitanoilfosfatidil-
etanolamina de aminopropil-dimetil-miristoleiloxi-
propanaminio (“Vaxfectin™”) ou brometo-dioleoilfosfatidil-
etanolamina de aminopropil-dimetil-bis-dodeciloxi-
propanaminio (“GAP-DLRIE:DOPE”). As formulagdes dgque contém
sais de (+) -N-(3-aminopropil)-N,N-dimetil-2,3-bis{(syn-9-
tetradecenoiloxi)-1l-propanaminio sao preferidas (US 6 586
409) .

* Monofosforil-lipido A 3-O-desacilado (ver antes).

+ Compostos que contenham lipidos 1ligados a uma
estrutura aciclica que contém fosfato, tal como o)
antagonista de TLR4, E5564 (Wong et al. (2003) J Clin
Pharmacol 43(7): 735-42; US 2005/0215517):
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Adjuvantes de sal de aluminio

E possivel wutilizar os adjuvantes conhecidos como
hidréxido de aluminio e fosfato de aluminio. Estes nomes
sao convencionais, mas sao apenas utilizados por
conveniéncia, uma vez gue nenhum constitui uma descrigao
precisa do composto quimico actual gue estd presente (v.g.,
ver capitulo 9 da obra Vaccine Design: The Subunit and
Adjuvant Approach (eds. Powell & Newman) Plenum Press 1995
(ISBN 0-306-44867-X)). A invencgao pode utilizar qualquer um
dos adjuvantes “hidrdéxido” ou “fosfato” que sdao normalmente
utilizados como adjuvantes.

Os adjuvantes conhecidos como “hidrdéxido de aluminio”
sdao tipicamente sais de oxi-hidrdéxido de aluminio, os quais
sao normalmente pelo menos parcialmente cristalinos. O oxi-
hidréxido de aluminio, o qual pode ser representado pela
férmula geral AlO(CH), pode ser distinguido de outros
compostos de aluminio, tais como hidrdéxido de aluminio
Al1(OH)3, por espectroscopia de infravermelhos (IR), em
particular na presencga de uma banda de absorcgao a 1070 cm !
e um patamar forte a 3090-3100 cm ' (capitulo 9 da obra
Vaccine Design: The Subunit and Adjuvant Approach (eds.

Powell & Newman) Plenum Press 1995 (ISBN 0-306-44867-X)). O
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grau de cristalinidade de um adjuvante é reflectido pela
largura da banda de difracgao a metade da altura (WHH), em
que particulas fracamente cristalinas apresentam um
estreitamente da linha maior devido a tamanhos de cristais
mais pequenos. A area de superficie aumenta na medida em
que aumenta a WHH, e adjuvantes com valores de WHH
superiores parecem apresentar uma capacidade superior para
a adsorcao de antigénio. Uma morfologia fibrosa (v.g.,
conforme observada em micrégrafos de transmissao de
electrdes) ¢é tipica para adjuvantes de hidrdxido de
aluminio. O pI de adjuvantes de hidréxido de aluminio é
tipicamente de careca de 11, isto é, o adjuvante por si sé
possul uma carga positiva na superficie a um valor de pH
fisioldgico. Foram Jja descritas capacidades adsortivas

et

entre 1,8 e 2,6 mg de proteina por mg de Al a pH 7,4 para
adjuvantes de hidrdéxido de aluminio.

Os adjuvantes conhecidos como “fosfato de aluminio”
sao tipicamente hidroxifosfatos de aluminio, muitas vezes
contendo uma peqgquena quantidade de sulfato (isto ¢,
hidroxifosfato-sulfato de aluminio). Podem ser obtidos por
precipitagao e as condigdes de reacgao e concentragdes
durante a precipitagao influenciam o grau de substituigao
do fosfato para hidroxilo no sal. De um modo geral, os
hidroxifosfatos possuem uma proporgao molar PO,/Al
compreendida entre 0,3 e 1,2. Os hidroxifosfatos podem ser
distinguidos de AlPO, puro por meio da presenga de Jgrupos
hidroxilo. Por exemplo, uma banda do espectro de IR a 3164
cm ! (v.g., gquando aquecido a 200°C) indica a presenga de
grupos hidroxilo estruturais (cap. 9 da obra Vaccine

Design: The Subunit and Adjuvant Approach (eds. Powell &
Newman) Plenum Press 1995 (ISBN 0-306-44867-X)).
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A proporgao molar entre PO,/Al*" de um adjuvante de
fosfato de aluminio estd normalmente compreendida entre 0,3
e 1,2, de preferéncia entre 0,8 e 1,2 e mais
preferencialmente é de 0,95 + 0,1. De um modo geral, o
fosfato de aluminio é amorfo, em particular no caso de sais
hidroxifosfato. Um adjuvante tipico é o hidroxifosfato de
aluminio amorfo com uma proporgao molar entre PO,/Al
compreendida entre 0,84 e 0,92, incluido a 0,6 mg de
A1°"/mL. De um modo geral, o fosfato de aluminio irda ser um
particulado (v.g., morfologia do tipo placa, conforme
observado em micrdégrafos de transmisssao de electrdes). Os
didmetros tipicos das particulas estdo compreendidos entre
0,5 e 20 pym (v.g., cerca de 5 a 10 um), apds a adsorcgao de
qualguer antigénio. Foram observadas capacidades adsortivas
estdao compreendidas entre 0,7 e 1,5 mg de proteina por mg
de A1"™" para pH 7,4 para adjuvantes de fosfato de aluminio.

O ponto de carga zero (PZC) do fosfato de aluminio
estda inversamente relacionado com o grau de substituigdo de
fosfato por hidroxilo, em que este grau de substituicao
pode variar em fungao das condigdes de reacgao e da
concentragcao dos reagentes utilizados na preparagao do sal
por precipitagao. O PZC também é alterado pela modificagéo
da concentragao de 1ides fosfato livres em solugao (mais
fosfato = PZC mais acidico) ou pela adicao de um tampao,
tal como um tampao de histidina (torna o PZC mais basico).
Os fosfatos de aluminio utilizados de acordo com a invencgao
irao normalmente possuir um PZC compreendido entre 4,0 e
7,0, mais preferencialmente entre 5,0 e 6,5, v.g., cerca de
5, 7.

As suspensbes de sals de aluminio wutilizadas para

preparar composigdes da 1nvengao podem conter um tampao
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(v.g., um tampao de fosfato, de histidina ou um tampao
Tris), embora tal nao seja sempre necessario. De
preferéncia, as suspensdes sao estéreis e isentas de
pirogénio. A suspensao pode compreender ides fosfato
aquosos livres, vV.g., presentes numa concentragéo
compreendida entre 1,0 e 20 mM, de preferéncia entre 5 e 15
mM e mals preferencialmente de cerca de 10 mM. As
suspensdes também podem compreender cloreto de sdédio.

A invengdo pode utilizar uma mistura de um hidrdxido
de aluminio e de um fosfato de aluminio (WO 01/22992).
Neste caso, podera estar presente mais fosfato de aluminio
do gue hidréxido de aluminio, v.g., uma Proporgaoc em peso
pelo menos de 2:1, v.g., > 5:1, > 6:1, > 7:1, > 8:1, > 9:1,
etc..

A  concentracdo de Al"""  numa composicdo  para
administragao a um paciente é preferencialmente inferior a
10 mg/mL, v.g., < 5 mg/mL, < 4 mg/mL, < 3 mg/mL, < 2 mg/mL,
< 1 mg/mL, etc.. Um intervalo  preferencial esta
compreendido entre 0,3 e 1 mg/mL.

Bem como incluindo um ou varios adjuvantes de sais de
aluminio, o componente adjuvante também pode compreender um
ou varios outros adjuvantes ou agentes imunoestimuladores.
Como tais componentes suplementares refere-se, mas sem dque
isso constitua qualquer limitacao: um adjuvante
monofosforil-lipido A 3-O-desacilado (“3d MPL’); e/ou uma
emulsdo de 6leo em agua. O 3d MPL também foi Jja referido
como monofosforil-lipido A 3-de-O-acilado ou como 3-0-
desacil-4’-monofosforil-lipido A. O nome indica que a
posicao 3 da glucosamina na extremidade redutora no
monofosforil-lipido A é desacilada. Foil preparado a partir

do mutante sem heptose de S. minnesota, e € guimicamente
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semelhantes ao lipido, mas falta-lhe um grupo fosforilo
ldbil a acidos e um grupo acilo 1labil a bases. Activa
células da linhagem de mondécitos/macréfagos e estimula a
libertagao de diversas citogquinas, incluindo IL-1, IL-12,
INF o e GM-CSF. A preparagao de 3d MPL foi inicialmente
descrita na referéncia 150, e o produto foi produzido e
comercializado pela Corixa Corporation sob a designacao
comercial MPL™, Outros pormenores foram Jja descritos por
Myers et al. (1990), paginas 145-156 de Cellular and
molecular aspects of endotoxin reactions, Ulrich (2000)
Capitulo 16 (paginas 273-282) de Vaccine Adjuvants:
Preparation Methods and Research Protocols (Volume 42 de
Methods in Molecular Methods series). ISBN: 1-59259-083-7.
Ed. O’Hagan, Johnson et al. (1999) J Med Chem 42: 4640-9, e
Baldrick et al. (2002) Regulatory Toxicol Pharmacol 35:
398-413.

As vacinas produzidas pela invencao podem ser
administradas a pacientes praticamente em simultdneo (v.g.,
durante a mesma consulta médica ou visita a um Professional
de salde) do gue outras vacinas, Vv.g., praticamente em
simultdneo a vacina do sarampo, a vacina da papeira, a
vacina da rubéola, a vacina MMR, a vacina da varicela, a
vacina de MMRV, a vacina de difteria, a vacina do tétano, a
vacina da tosse convulsa, a vacina de DTP, a vacina de H.
influenzae de tipo b conjugada, a uma vacina de polivirus
inactivado, a vacina do virus da hepatite B, a vacina do
conjugado pneumocdédcigo, etc.. A administracdao praticamente
em simultédneo a vacina pneumocdciga € particularmente Util
em pacientes idosos.

A composicao pode compreender um antibidtico.
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As composigdes imunogénicas utilizadas como vacinas
compreendem uma quantidade 1munologicamente eficaz do
polipeptido imunogénico ou dos polipéptidos imunogénicos
(isto &, do confdérmero F de adesina bacteriano), bem como
de qualgquer um dos outros componentes referidos antes,
consoante necessario. A expressao “quantidade
imunologicamente eficaz” designa que a administracgcao dessa
gquantidade a um individuo, guer numa dose Unica gue como
parte de um conjunto de dose, é eficaz para o tratamento ou
para a prevencgao. Esta quantidade varia em fungao do estado
fisico e de satde do individuo que se pretende tratar, do
grupo taxondmico do individuo que se pretende tratar (v.g.,
primata nao humano, primata, etc.), da capacidade do
sistema imune do individuo para sintetizar anticorpos, do
grau de protecgao desejado, do Jjulgamento do médico
assistente da situagado clinica e de outros factores
relevantes. Espera-se que a quantidade esteja compreendida
num intervalo relativamente amplo e gue possa ser
determinada por ensaios de rotina.

As composigdes imunogénicas sao convencionalmente
administradas por via parentérica, v.g., por injeccgao, seja
ela subcuténea, intramuscular ou transdérmica/transcutéanea
(v.g., WO 98/20734). Como outras formulacgdes suplementares
ou outras vias de administragao refere-se as formulagdes
orais ou pulmonares, supositérios e aplicacgdes
transdérmicas. A dosagem de tratamento pode ser num regime
de dose Unico ou num regime de doses multiplas. A vacina
pode ser administrada em conjunto com outros agentes imuno-
reguladores. Como alternativa a vacinas com base em
proteinas, também ¢é possivel utilizar wvacinacao com ADN

(v.g., Robinson e Torres (1997) Seminars in Immunology 9:
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271-283; Donnelly et al. (1997) Annu Rev Immunol 15: 617-

648; ver aqui a seguir).

ANTICORPOS

Tal como aqgqui utilizado, o termo “anticorpo” designa
um polipeptido ou um conjunto de polipéptidos constituido
pelo menos por um local de combinagdao de anticorpo. Um
“local de combinacgao de anticorpo” é um espago de ligagao
tridimensional com uma forma de superficie interna e uma
distribuigdo de carga complementares as caracteristicas de
um epitopo de um antigénio, gque permite a ligacao do
anticorpo com o antigénio. Como anticorpo refere-se, por
exemplo, anticorpos de vertebrados, anticorpos hibridos,
anticorpos quiméricos, anticorpos humanizados, anticorpos
alterados, anticorpos univalentes, proteinas Fab e
anticorpos de dominio unico.

Os anticorpos contra as proteinas da invencao sao
Gteis para cromatografia de afinidade, imuno-ensaios e para
distinguir/identificar proteinas bacterianas.

Os anticorpos dos confdérmeros da invengao, policlonais
e monoclonais, podem ser preparados por métodos
convencionais. De um modo geral, a proteina é utilizada, em
primeiro lugar, para 1munizar um animal adequado, de
preferéncia um murganho, rato, coelho ou cabra. 0Os coelhos
e as cabras sao preferiveis para a preparagao de Soro
policlonal devido ao volume de soro gue € possivel obter, e
da disponibilidade de anticorpos anti-coelho e anti-cabra
marcados. De um modo geral, a imunizacao é efectuada por
mistura ou por preparacao de emulsdes da proteina em soluto
salino, de preferéncia num adjuvante, tal como adjuvante

completo de Freund, e injecgao da mistura ou emulsao por
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via parentérica (de um modo geral por via subcutdnea ou
intramuscular). E tipicamente suficiente uma dose entre 50
e 200 npg/injecgao. De um modo geral, a imunizagdo ¢é
reforcada 2 a 6 semanas depois com um ou varias injecgles
da proteina em soluto salino, de preferéncia utilizando o
adjuvante incompleto de Freund. Em alternativa, é possivel
criar anticorpos por imunizagdo in vitro utilizando métodos
conhecidos na especialidade, os quails para o propdsito da
presente invencao sao considerados equivalentes a
imunizacao in vivo. O anti-soro policlonal é obtido por
sangramento do animal imunizado para um recipiente de vidro
ou de plastico, incubacdo do sangue a 25°C durante uma
hora, seguindo-se a incubagao a 40°C durante 2 a 18 horas.
0O soro é recuperado por centrifugacao (v.g., 1000 g durante
10 minutos). E possivel obter cerca de 20 a 50 mL por
recolha de sangue a partir de coelhos.

Os anticorpos monoclonais sao preparados utilizando o
método convencional de Kohler e Milstein (Nature (1975)
256: 495-96) ou uma sua modificagao. Tipicamente, efectua-
se a 1munizagao de um murganho ou de um rato conforme
descrito antes. No entanto, em ver de se sangrar o animal
para se extrair 0 soro, remove-se o bago (e
facultativamente diversos nddulos linfaticos grandes) e
dissocia-se em células individuais. Se desejado, as células
do bago podem ser rastreadas (apdés remocgao de células
aderentes nao especificas) por aplicacdo de uma suspensao
de célula a uma placa ou cavidade revestida com o antigénio
proteico, as células B gue expressam especificamente a
imunoglobulina ligada a membrana para o antigénio ligam-se
a placa, nao sendo enxaguadas com o resto da suspensdo. As

células B resultantes ou todas as células de baco
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dissociadas sao entao induzidas para se fundirem com
células de mieloma para se formar hibridomas e sao
desenvolvidas em cultura num meio selectivo (v.g.,
hipoxantina, aminopterina, meio de timidina, “HAT”). Os
hibridomas resultantes sao entao colocados em placas por
diluicao limitante e sao testados gquanto a produgao de
anticorpos que se liguem especificamente ao antigénio de
imunizacgao (e gue nao se liguem a antigénios néo
relacionados). Os hibridomas que segregam Mab seleccionados
sao entao desenvolvidos em cultura in vitro (v.g., em
frascos de cultura de tecidos ou reactores ocos de fibra)
ou in vivo (tal como ascitas em murganhos).

Se desejado, os anticorpos (sejam eles policlonais ou
monoclonais) podem ser marcados utilizando técnicas
convencionais. Como marcadores adequados refere-se
fluordforos, cromdéforos, atomos radiocactivos (em particular
Pp e 125I), reagentes com grande densidade em electrdes,
enzimas e ligandos que possuam parceiros de ligacgao
especificos. As enzimas sao tipicamente detectadas pela sua
actividade. Por exemplo, a peroxidase de rabano é
normalmente detectada pela sua aptiddao para converter
3,37,5,5"-tetrametilbenzidina (TMB) num pigmento azul, que
é quantificavel com um espectrofotdmetro. Um “parceiro de
ligacao especifico” designa uma proteina que é capaz de se
ligar a uma molécula de ligando com uma especificidade
elevada, tal como, por exemplo, no caso de um antigénio e
um anticorpo monoclonal especifico para esse antigénio.
Como outros parceiros de ligacao especificos refere-se
biotina e avidina ou estreptavidina, IgG e proteina A, e
diversos pares receptor-ligando conhecidos na

especialidade. Faz-se observar que a descrigaoc anterior nao
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pretende categorizar os diversos marcadores em classes
distintas, uma vez que o0 mesmo marcador pode servir de
diversos modos diferentes. Por exemplo, o 1251 pode servir
como marcador radioactivo ou como reagente com elevada
densidade em electrdes. O HRP pode servir como enzima ou
como antigénio para um MAb. Além do mais, €& possivel
combinar diversos marcadores para se obter o efeito
desejado. Por exemplo, MAb e avidina também necessitam de
marcadores para a realizacao da presente invengao; assim, é
possivel marcar um MAb com biotina e detectar a sua

presenga com avidina marcada com 1251

, ou com um MAb anti-
biotina marcado com HRP. Outras permutacdes e
possibilidades serao evidentes para os especialistas na
matéria e sao consideradas como equivalentes dentro do

ambito da invencéo.

Composigdes farmacéuticas

As composicgdes farmacéuticas podem compreender
polipéptidos ou anticorpos da invencao. As composicdes
farmacéuticas irao compreender uma quantidade
terapeuticamente eficaz de polipéptidos, anticorpos ou
polinucledtidos da invengao reivindicada.

A expressao “quantidade terapeuticamente eficaz”, tal
como aqui utilizada, designa uma quantidade de um agente
terapéutico para tratar, melhorar ou prevenir uma doenga ou
patologia desejada, ou para exibir um efeito terapéutico ou
preventivo detectavel. O efeito pode ser detectado, por
exemplo, por meio de marcadores gquimicos ou niveis de
antigénio. Os efeitos terapéuticos também compreendem a
reducao dos sintomas fisicos, tais como a diminuicao da

temperatura do corpo. A gquantidade eficaz precisa para um
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sujeito ira depender do tamanho e do estado de salde do
sujeito, da natureza e da gravidade da patologia e dos
terapéuticos ou combinagcao de terapéuticos seleccionados
para a administracao. Assim, nao ¢é Util especificar uma
quantidade eficaz exacta a partida. No entanto, a
quantidade eficaz para uma determinada situacao pode ser
determinada por experiéncias de rotina e estd ao alcance do
julgamento do médico assistente.

As dosagens preferidas para farmacéuticos a base de
proteinas, incluindo wvacinas, 1irao estar compreendidas
entre 5 e 500 pg de polipéptidos imunogénicos da presente
invencao.

Uma composicao farmacéutica também pode conter um
veiculo farmaceuticamente aceitavel. O termo “veiculo
farmaceuticamente aceitavel” designa um veiculo para
administracao de um agente terapéutico, tal como anticorpos
ou um polipeptido, genes e outros agentes terapéuticos. O
termo designa qualquer veiculo farmacéutico que nao induza
ele proéprio a produgcao de anticorpos nocivos para o
individuo qgue recebe a composigdo, e gue possa ser
administrada sem o perigo de toxicidade. 0Os veiculos
adequados podem ser macromoléculas grandes lentamente
metabolizadas, tais como proteinas, polissacaridos, acidos
poliléacticos, acidos poliglicdlicos, aminoacidos
poliméricos, copolimeros de aminoacidos e particulas de
virus inactivados. Tais veiculos sao bem conhecidos pelos
especialistas na matéria.

E possivel aqui utilizar sais farmaceuticamente
aceitaveis, por exemplo, sais de acidos minerais, tais como
cloridratos, bromidratos, fosfatos, sulfatos e semelhantes;

e sails de acidos organicos, tais Ccomo acetatos,
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propionatos, malonatos, benzoatos e semelhantes. Uma
descrigao mais minuciosa sobre excipientes
farmaceuticamente aceitaveis encontra-se disponivel na obra
Remington’s Pharmaceutical Sciences (Mack Pub. Co., N.J.
1991).

Os veiculos farmaceuticamente aceitaveis em
composicbes terapéuticas podem conter ligquidos, tais como
agua, soluto salino, glicerol e etanol. Além disso, também
podem estar presentes em tais veiculos substancias
auxiliares, tais como agentes humectantes ou emulsionantes,
substéncias de tamponamento do PH e semelhantes.
Tipicamente, as composicgdes terapéuticas sao preparadas
como materiais injectaveis, seja como solugdes ou
suspensdes liquidas; podendo também ser preparadas formas
sélidas adegquadas ©para solugao em, ou suspensaoc em,
veiculos liquidos antes da injeccgédo. Os lipossomas estao
abrangidos pela definigcao de um veiculo farmaceuticamente

aceitavel.

METODOS DE ADMINISTRACAO

Uma vez formuladas, as composig¢gdes da invengao podem
ser administradas directamente ao sujeito. Os sujeitos que
se pretende tratar podem ser animais; em particular, é
possivel tratar sujeitos humanos.

Uma vez formuladas, as composigdes da invengao podem
ser administradas (1) directamente ao sujeito ou (2)
administradas ex vivo, a células provenientes do sujeito.
Os sujeitos que se pretende tratar podem ser mamiferos ou
aves. Além disso, € possivel tratar sujeitos humanos.

A administracao directa das composigdes ira

normalmente ser efectuada por injeccgdo, por via subcuténea,
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intraperitoneal, intravenosa ou intramuscular ou entao
administrada ao espag¢o intersticial de um tecido. As
composigbes também podem ser administradas a uma lesao.
Como outros modos de administracao refere-se a
administragao por via oral ou pulmonar, supositdrios e
aplicag¢des transdérmicas ou transcutdneas (v.g., ver WO
98/20734), agulhas, pistolas de genes ou hipopulverizacdes.
A dosagem de tratamento pode ser num regime de dose Unica
ou num regime de doses multiplas.

Os meétodos para a administragao ex vivo e re-
implantacdao de células transformadas num sujeito sao
conhecidos na arte e encontram-se descritos, v.g., no
documento WO 93/14778. Como exemplos de células uUteis em
aplicacgdes ex vivo refere-se, por exemplo, células
estaminais, em particular, células hematopoiéticas, células
linfaticas, macrdéfagos, células dendriticas ou c¢élulas

tumorais.

Composigdbes farmacéuticas de polipeptido

Para além dos veiculos e sails farmaceuticamente
aceitaveis descritos antes, também é possivel utilizar os
seguintes agentes suplementares nas composicgdes de

polipéptidos.

i. Polipéptidos

Um exemplo diz respeito a polipéptidos que
compreendem, mas sem que isso constitua qualquer limitacao:
asioloorosomucdide (ASOR) ; transferrina;
asialoglicoproteinas; anticorpos; fragmentos de anticorpo;
ferritina; interleucinas; interferdes, factor estimulador

da coldénia de granuldcitos e macrdéfagos (GM-CSF), factor
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estimulador da coldénia de granuldcitos (G-CSF), factor
estimulador da coldénia de macrdfagos (M-CSF), factor de
células estaminais e eritropoietina. Também ¢é possivel
utilizar antigénios virais, tais Ccomo proteinas de
invélucro. Além do mais, proteinas de outros organismos
invasivos, tais como o péptido de 17 aminoacidos
proveniente da proteina circumsporozoite de plasmodium

falciparum, conhecida com o RII.

ii. Hormonas, vitaminas, etc.

Outros grupos que podem ser incluidos sao, por
exemplo, : hormonas, esterdides, androgénios, estrogénios,

hormona da tirdide, vitaminas ou acido fdélico.

iii. Polialquilenos, polissacaridos, etc.

Além disso, também é possivel incluir polialquileno-
glicol com os polipéptidos desejados. De acordo com uma
variante preferida, o polialquileno-glicol é polietileno-
glicol. Além disso, também é possivel incluir mono-, di- ou
poli-sacaridos. De acordo com uma variante preferida deste
aspecto, o polissacarido ¢é dextrano ou DEAE-dextrano.

Também pode ser quitosano e poli(lactido-co-glicdlido).

iv. Lipidos e lipossomas

O polipeptido desejado também pode ser encapsulado em
lipidos ou embalado em lipossomas antes da sua
administracdo ao sujeito ou a células provenientes deste.

De um modo geral, a encapsulacadao com lipidos ¢é
efectuada wutilizando lipossomas, dque sao capazes de se
ligar ou de prender estavelmente e reter o acido nucleico.

A proporgao entre polinucledétido condensado e preparagao de
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lipido pode variar, mas ira ser normalmente de cerca de 1:1
(mg ADN:micromoles de 1lipido) ou mais de lipido. Para uma
descricao sobre a utilizacdo de lipossomas como veiculos
para a administragdo de acidos nucleicos, veja-se Hug e
Sleight (1991) Biochim. Biophys. Acta. 1097: 1-17;
Straubinger (1983) Meth. Enzymol. 101: 512-527.

As preparagdes lipossdmicas para utilizagao na

presente invengao compreendem preparacgdes catidnicas
(positivamente carregadas), anidénicas (negativamente
carregadas) e neutras. Os lipossomas catidénicos

demonstraram mediar a administragao intracelular de ADN
plasmidico (Feigner (1987) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84:
7413-7416); ARNm (Malone (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
86: 6077-6081); e de factores de transcrigcao purificados
(Debs (1990) J. Biol. Chem. 265:10189-10192), sob uma forma
funcional.

Os 1lipossomas catidénicos encontram-se comercialmente
disponiveis. Por exemplo, lipossomas de N-(1,2,3-
dioleiloxi)-propil)-N,N,N-trietilaménio (DOTMA) encontram-
se comercialmente disponiveis sob a designagdo comercial
Lipofectina, da GIBCO BRL, Grand Island, NY. (Ver também
Feigner supra). Como outros lipossomas comercialmente
disponiveis refere-se transfectase (DDAB/DOPE) e DOTAP/DOPE
(Boerhinger) . Qutros lipossomas catidénicos podem ser
preparados a partir de materiais comercialmente disponiveis
utilizando técnicas bem conhecidas na especialidade. Ver,
v.g., Szoka (1978) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 75: 4194-
4198; WO 90/11092 para uma descricao sobre a sintese de
lipossomas de DOTAP (1,2-bis(ocleoiloxi)-3-(trimetilamdnio)-

propano) .
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De igual modo, os lipossomas anidénicos e neutros estao
comercialmente disponiveis, tais como a partir de Avanti
Polar Lipids (Birmingham, AL) ou podem ser facilmente
preparados utilizando materiais disponiveis. Tais materiais
incluem fosfatidil-colina, colesterol, fosfatidil-
etanolamina, dioleoilfosfatidil-colina (DOPC), dioleoil-
fosfatidil-glicerol (DOPG), diolecil-fosfatidil-etanolamina
(DOPE), entre outros. Estes materiais também podem ser
misturados com materiais de partida DOTMA e DOTAP em
proporgdes adequadas. 0Os métodos para a preparagao de
lipossomas utilizando estes materiais sao bem conhecidos na
especialidade.

Os lipossomas podem compreender vesiculas
multilamelares (MLV), pedquenas vesiculas unilamelares (SUV)
ou grandes vesiculas unilamelares (LUV). Os diversos
complexos lipossoma-acido nucleico sao preparados
utilizando métodos conhecidos na especialidade. Ver, v.g.,
Straubinger (1983) Meth. Immunol. 101: 512-527; Szoka
(1978) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 75: 4194-4198;
Papahadjopoulos (1975) Biochim. Biophys. Acta 394: 483;
Wilson (1979) Cell 17:77; Deamer e Bangham (1976) Biochim.
Biophys. Acta 443: 629; Ostro (1977) Biochem. Biophys. Res.
Commun. 76: 836; Fraley (1979) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
76: 3348); Enoch e Strittmatter (1979) Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 76: 145; Fraley (1980) J. Biol. Chem. (1980) 255:
10431; Szoka e Papahadjopoulos (1978) Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 75: 145; e Schaefer-Ridder (1982) Science 215:
166.
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v. Lipoproteinas

Além disso, ¢é possivel dincluir lipoproteinas com o
polipeptido que se pretende administrar. Como exemplos de
lipoproteinas que se pode utilizar refere-se: quilomicrons,
HDL, IDL, LDL e VLDL. Também é possivel utilizar mutantes,
fragmentos ou fusdes destas proteinas. Além do mais, é
possivel utilizar modificacgdes de lipoproteinas que ocorrem
naturalmente, tais como LDL acetilado. Estas lipoproteinas
podem ser dirigidas a administracdo de polinucledtidos a
células gue expressem os receptores de lipoproteinas. De
preferéncia, no caso de as lipoproteinas estarem incluidas
no polinucledétido gue se pretende administrar, entdo nao
estd incluido nenhum outro ligando dirigido na composicéo.

As lipoproteinas que ocorrem naturalmente compreendem
um lipido e uma porcao proteica. A porgao proteica é
designada como apoproteina. Até a data, foram ja isoladas e
identificadas as apoproteinas A, B, C, D e E. pelo menos
duas destas contém diversas proteinas, designadas por
nimeros romanos, AI, AII, AIV; CI, CII, CIII.

Uma lipoproteina pode compreender mais o gue uma
apoproteina. Por exemplo, o©os quilomicrons que ocorrem
naturalmente compreendem apoproteinas A, B, C e E, e ao
longo de tempo estas lipoproteinas perdem A e adquirem
apoproteinas C e E. Os VLDL compreendem apoproteinas A, B,
C e E, os LDL compreendem a apoproteina B; e os HDL
compreendem apoproteinas A, C e E. Os aminodcidos destas
apoproteinas sado conhecidos e encontram-se descritos, por
exemplo, por Breslow (1985) Annu Rev. Biochem 54: 699; Law
(1986) Adv. Exp Med. Biol. 151: 162; Chen (1986) J Biol
Chem 261: 12918; Kane (1980) Proc Natl Acad Sci USA 77:
2465; e Utermann (1984) Hum Genet 65: 232.
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As lipoproteinas contém diversos lipidos, incluindo
triglicéridos, colesterol (livre e ésteres) e fosfolipidos.
A composicao dos lipidos varia em termos de lipoproteinas
que ocorrem naturalmente. Por exemplo, o0s quilomicrons
compreendem principalmente triglicéridos. Para uma
descricdo mais minuciosa sobre o contetdo lipido de lipidos
que ocorrem haturalmente ver, por exemplo, Meth. Enzymol.
128 (1986). A composicao dos lipidos é seleccionada para
auxiliar a conformacdao da apoproteina para a actividade de
ligacdo ao receptor. A composicao dos lipidos também pode
ser seleccionada para facilitar a interaccado hidrofdbica e
a associacao com a molécula de ligagdo ao polinucledtido.

As lipoproteinas que ocorrem naturalmente podem ser
isoladas a partir do soro, por exemplo, por
ultracentrifugagao. Tais métodos encontram-se descritos na
obra Meth. Enzymol. (supra); Pitas (1980) J. Biochem. 255:
5454-5460 e Mahey (1979) J Clin. Invest 64: 743-750. As
lipoproteinas também podem ser produzidas por métodos in
vitro ou métodos recombinantes por expressao dos genes
adequados numa célula hospedeira adequada. Ver, por
exemplo, Atkinson (1986) Annu Rev Biophys Chem 15: 403 e
Radding (1958) Biochim BiophysActa 30: 443, As
lipoproteinas também podem ser adquiridas a fornecedores
comerciais, tais como Biomedical Technologies, Inc.,
Stoughton, Massachusetts, USA. Uma outra descrigao de
lipoproteinas pode ser consultada em Zuckermann et. al.

W098/06437.

vi. Agentes policatidénicos

Os agentes policatidénicos podem ser incluidos, na

presenga ou na auséncia de lipoproteinas, numa composicgao
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com o polinucledétido/polipeptido desejado gque se pretende
administrar. Tipicamente, os agentes policatidnicos exibem
uma carga liquida positiva para valores de pH fisioldgicos
relevantes e sao capazes de neutralizar a carga eléctrica
dos acidos nucleicos para facilitar a administracgdo ao
local desejado. Estes agentes possuem aplicagao in vitro,
ex vivo e 1in vivo. 0s agentes policatidénicos podem ser
utilizados para administrar acidos nucleicos a um sujeito
vivo por via intramuscular, subcutédnea, etc.. 0s seguintes
sao exemplos de ©polipéptidos Uteis enquanto agentes
policatidénicos: polilisina, poliarginina, poliornitina e
protamina. Como outros exemplos refere-se hisTones,
protaminas, albumina do soro humano, proteinas de ligacao a
ADN, proteinas cromossoémicas nao histona, proteinas
revestidas provenientes de ADN de virus, tais como X174,
factores de transcricdo que contém também dominios que se
ligam ao ADN e que, por tal motivo, possam ser Uteis como
agentes de condensagao de acidos nucleicos. Resumidamente,
factores de transcricdo tais como C/CEBP, c-jun, c-fos, AP-
1, AP-2, AP-3, CPF, Prot-1, Sp-1, Oct-1, O0Oct-2, CREP e
TFIID contém dominios basicos que se ligam a sequéncias de
ADN.

Como agentes policatidénicos organicos refere-se:
espermina, espermidina e putrescina.

As dimensbdes e as propriedades fisicas de um agente
policatidénico podem ser extrapoladas a partir da 1lista
apresentada antes, para acido construgao de outros agentes
policatidénicos de polipéptidos ou para a produgcao de
agentes policatidénicos sintéticos.

Como agentes policatidnicos sintéticos uteis refere-

se, por exemplo, DEAE-dextrano, polibreno. O Lipofectin e
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lipofectAMINEm sao mondémeros que formam complexos
policatidnicos quando combinados com polinucledtidos/

/polipéptidos.

ENSAIOS DE IMUNODIAGNOSTICO

Um outro aspecto da presente invengao diz respeito a
conférmeros GBS80 de acordo com a presente invencgao
utilizados em 1imunoensaios para detectar os niveis de
anticorpo (ou, entao, os anticorpos do conférmero de
adesina anti-bacterianos podem ser utilizados para detectar
os niveis de conférmero F). Os imunoensaios com base em
antigénios recombinantes bem definidos podem ser
desenvolvidos para substituir métodos invasivos de
diagnéstico. E possivel detectar os anticorpos nas amostras
bioldégicas, incluindo, por exemplo, amostras de sangue ou
de soro. A concepgao dos imunoensaios é efectuada com um
grande numero de variagdes, sendo diversas de tais
conhecidas na especialidade. Os protocolos para oS
imunoensaios podem ser baseados, por exemplo, na
competicao, ou reacgao directa, ou em ensaios de tipo
sanduiche. Os protocolos também podem utilizar, por
exemplo, suportes sdlidos ou podem ser efectuados por
imunoprecipitagao. A maior parte dos ensalios envolvem a
utilizacao de anticorpos ou polipéptidos marcados; o©s
marcadores podem ser, por exemplo, fluorescentes,
gquimioluminescentes, radioactivos ou moléculas de corantes.
Também sao conhecidos ensaios que ampliam os sinais a
partir de sondas; como exemplos de tais ensaios refere-se
0s ensaios que utilizam biotina e avidina, e imunoensaios
marcados e mediados por enzimas, tais como o0s ensaios

ELISA.
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Os estojos adequados para imunodiagndéstico e que
contém os reagentes marcados adequados sao construidos por
embalagem dos materiais adequados, incluindo as composigdes
da invengao, em recipientes adequados, em conjunto com os
restantes reagentes e materiais (por exemplo, tampdes
adequados, solugdes de sais, etc.) necessarios para a
realizagao do ensaio, bem como um conjunto adequado de

instrugdes para a realizagao do ensaio.

GERAL

O termo “compreender” abrange o termo “incluir” bem
como o termo “constituir”, v.g., uma composigao dque
“compreende” X pode ser constituida exclusivamente por X ou
pode incluir algum material suplementar, v.g., X + Y. O
termo “cerca de”, em relagcao a um valor numérico x,
designa, por exemplo, x + 10%. O termo “substancialmente”
nao excluo “completamente”, v.g., uma composigaoc dque &
“substancialmente livre” de Y pode ser completamente livre
de Y. Se necessario, o termo *“substancialmente” pode ser
omitido da definigao da invencao.

As sequéncias incluidas para facilitar a clonagem ou a
purificacao, nao contribuem necessariamente para a invencgao

e podem ser omitidas ou removidas.

DESCRIQAO ABREVIADA DOS DESENHOS E DOS QUADROS

A figura 1 mostra  uma SDS-PAGE de isoformas
purificadas de GBS 80.

A figura 2 mostra uma filtracdao em gel analitica em
‘Superdex 200 10/30’" das mesmas amostras com PBS como

tampdo e um caudal de 0,5 mL/minuto.
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A figura 3 mostra uma filtracdao em gel analitica do
lote 3 e do lote F para instantes e valores de ©pH
diferentes.

A figura 4A mostra uma filtragdo em gel analitica de 5
lotes diferentes de GBS 80.

A figura 4B mostra os pesos moleculares dos 5 lotes
diferentes de GBS 80, conforme determinados por
espectroscopia MALDI-TOF.

A figura 5 mostra uma SDS-PAGE apdés digestao com
proteases diferentes, na presenga e na auséncia de
desnaturacao com detergente.

A figura 6 mostra um quadro gque resume o0s resultados

de imunizag¢ao maternal activa.

EXEMPLO 1: purificacdo de isoformas de GBS 80

Produgdo em lotes de GBS 80 em E. coli recombinante. A
fermentacdo em lotes de E. coli recombinante gque expressa
GBS 80 foi efectuada utilizando um bio-reactor adequado
para uma mesa de trabalho “‘Applikon’ com cinco litros
(Applikon Dependable Instruments B.v., Holanda) . O
fermentador foi inoculado com culturas de sementes de
crescimento completo que foram desenvolvidas a 25°C durante
16 horas em dois frascos Erlenmeyer sob rotacgaoc dque
continham 500 mL de meio de extracto de levedura (45 g de
extracto de levedura por 1litro; 1,5 g de NaCl por litro;
1,10 g de glicose por litro; pH 7,0). Para a fermentagao
principal, wutilizou-se um meio complexo. O meio continha
(por litro) 45 g de extracto de levedura, 5 g de NaCl, 10 g
de glicerol, pH 7,0. A fermentacao fol efectuada a 25°C.
Manteve-se automaticamente o pH da cultura a 7,1 * 0,1,

utilizando hidrdéxido de sédio ou acido fosfdérico como
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titulantes. Manteve-se condigdes totalmente aerdbicas
(tensao de oxigénio dissolvido de 40%) por meio de injeccéo
de ar e de oxigénio, ambos a uma razao de 0,5 litro padrao
de ar por litro de ambos por minuto (= 0,5 vvm), para a
regiao do rotor, o qual apresentava uma rotacao de cerca de
800 r.p.m.. deixou-se desenvolver as células até 3 0D e
depois foram induzidas com IPTG 0,25 mM durante 3 horas,
antes da colheita. No momento da indugao, também se
adicionou MgSO; 1 mM, CaCl, 1 mM e 5 g/L de glicerol.
Procedimento de purificacdo para o conférmero A.
Colocou-se novamente em suspensao as células provenientes
de fermentacdo em 60 mL de Tris/HC1 25 mM (pH 7,0), que
continha EDTA 10 mM, PMSF 2 mM e 100 Kunitz de unidades de
ADNse A, e efectuou-se a lise por meio de uma passagem
dupla através de uma prensa francesa a 18000 psi. Removeu-
se as células nao partidas e o material insoluvel por
centrifugagao a 50000 x g durante 30 minutos. Ajustou-se O
valor de pH do sobrenadante até 7,0 com NaOH 0,1 M,
filtrou-se esterilmente através de um filtro de 0,22 mm
(Millipore), diluiu-se com &gua MilliQ até 300 mL para se
obter uma condutividade de cerca de 2,5 mS/cm, e submeteu-
se a cromatografia de permuta idnica numa coluna FF Q-
Sepharose (Amersham Biosciences). Carregou-se 300 mL
(total) de lisado num volume de coluna de 80 mL numa coluna
FF Q-Sepharose, a qual tinha sido previamente equilibrada
com Tris/HC1l 25 mM (pH 7,0). Subsequentemente, lavou-se a
coluna com seis volumes de coluna do mesmo tampao e
efectuou-se a eluicado as proteinas com um gradiente linear
de NaCL 0 a 500 mM no mesmo tampao. Analisou-se a amostra
eluida quanto a proteina do confdérmero GBS 80 por SDS-PAGE

12% manchada com azul Dbrilhantes R-250 de Coomassie, e
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reuniu-se as fracgdes relevantes. Depois, aplicou-se o
conférmero A de GBS 80 reunido a partir da coluna FF de Q-
Sepharose (60 mL) a uma coluna de gquelagao FF com 75 mnL
(Amersham Biosciences), que tinha sido carregada com Na-
fosfato 20 mM, NaCl 1 M, pH 7,2 (tampao A). Lavou-se a
coluna com quatro volumes de coluna de tampao A e efectuou-
se a eluicao das proteinas com um gradiente linear de
tampao B de 0 a 100% B (tampao B: Na-fosfato 20 mM, NH4C1l 1
M, pH 7,2). Analisou-se a amostra eluida quanto a proteina
do conférmero A de GBS 80 por SDS-PAGE a 12% corada com
azul Dbrilhante R-250 Coomassie e reuniu-se as fracgdes
relevantes. Concentrou-se em termos de proteina a
conférmero A de GBS 80 reunido proveniente da coluna de
quelagao FF Sepharose (140 mL) até 15 mL, sob uma pressao
de azoto, numa célula de concentragcao Amicon, cortou-se num
filtro 30 YM (Millipore) de 30 KDa e aplicou-se em trés
ciclos, cada um deles com uma carga de 5 mL da solugao de
proteina, numa coluna ‘Superdex 75 HiLoad’ 26/60 (Amersham
Biosciences), que tinha sido equilibrada com soluto salino
tamponado com fosfato, pH 7,2 (PBS). Analisou-se a amostra
eluida guanto a proteina do confdérmero A de GBS 80 por SDS-
PAGE a 12% corada com azul brilhante R-250 Coomassie e
reuniu-se as fracgdes relevantes. Estimou-se entdo a pureza
da proteina do conférmero A de GBS reunida por SDS-PAGE a
12% e por filtragdo em gel analitica, e confirmou-se a
identidade por analise dos aminoacidos no terminal N
(sequenciador de proteinas 491 cLC, Applied Biosystems),
por espectrometria de massa e por analise de western blot.
Procedimento de purificagdo para o conférmero F.
Colocou-se novamente em suspensao as células de fermentacao

em 100 mL de Tris/HC1l 25 mM (pH 7,2) que continham PMSF 2
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mM e 100 Kunitz de unidades ADNse A e efectuou-se a lise
por passagem dupla numa prensa francesa a 18000 psi.
Removeu-se as células nao partidas e o material insoluvel
por centrifugacgao a 50000 x g durante 30 minutos. Ajustou-
se o valor de pH do sobrenadante até 7,2 com NaOH 0,1 M,
filtrou-se esterilmente através de um filtro de 0,22 mm
(Millipore), diluiu-se com &gua MilliQ" até 300 mL para se
obter uma condutividade de cerca de 2,1 mS/cm e submeteu-se
a cromatografia de permuta idénica subtrativa numa coluna FF
de Q-Sepharose (Amersham Biosciences). Carregou-se 300 mL
(total) de lisado num volume de coluna de 80 mL numa coluna
FF Q-Sepharose, a qual tinha sido previamente equilibrada
com Tris/HCl 20 mM, pH 7,7. Ao fluxo reunido que continha o
conférmero F de GBS 80 adicionou-se tampao de fosfato de
sédio até uma concentragdao final de 10 mM e ajustou-se o pH
até 6,8 com NaOH 0,1 M. Subsequentemente, aplicou-se o
fluxo reunido uma coluna de hidroxiapatite ‘Bio-Gel HT’ com
70 mL (Bio-Rad), equilibrada com fosfato de sdédio 10 mM, pH
6,8. Lavou-se a coluna com quatro volumes do mesmo tampao
de equilibrio e efectuou-se a eluicgao das proteinas com um
gradiente linear de fosfato de sdédio de 10 até 500 mM, pH
6,8. Analisou-se a amostra eluida gquanto a proteina do
conférmero F de GBS 80 por SDS-PAGE a 12% corado com azul
brilhante R-250 Coomassie e reuniu-se as fracgdes
relevantes. Concentrou-se em termos de proteinas o}
conférmero F de GBS 80 reunido proveniente da coluna de
hidroxiapatite ‘Bio-Gel HT’ (130 mL) até 12 mL, sob pressao
de azoto, numa célula de concentracado Amicon, cortou-se com
um 30 YM (Millipore) de 30 KDa e aplicou-se em trés ciclos,
cada um deles com uma carga de 4 mL de solugao de proteina,

numa coluna ‘Superdex 75 HiLoad’ 26/60 (Amersham
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Biosciences), que tinha sido equilibrada com soluto salino
tamponado com fosfato, pH 7,2 (PBS). Analisou-se a amostra
eluida guanto a proteina do confdérmero F de GBS 80 por SDS-
PAGE a 12% corado com azul brilhante R-250 Coomassie e
reuniu-se as fracgdes relevantes. Estimou-se entao a pureza
da proteina do conférmero F de GBS 80 por SDS-PAGE a 12% e
por filtragdo em gel analitica e confirmou-se a identidade
por anadlise de aminoadcidos do terminal N (sequenciador de
proteinas 491 cLC, Applied Biosystems), por espectroscopia

de massa e por analise por western blot.

EXEMPLO 2: SDS-PAGE e filtracdo em gel analitica

Separagdo por SDS-PAGE. Carregou-se amostras de trés
lotes diferentes de GBS 80 em electroforese de gel de
sulfato de dodecilo-poliacrilamida (SDS-PAGE), na presenga
e na auséncia de desnaturacao térmica prévia (5 minutos a
99°C). Estes trés lotes tinham a constituig¢ao seguinte:

- Lote 3: GBS 80 purificado de acordo com o protocolo do
“conférmero A” anterior.

- Lote F: GBS 80 recuperado no fluxo de purificacgao
proveniente do lote 3.

- Lote G-HA: GBS 80 purificado de acordo com o protocolo
“F” anterior.

A figura 1 mostra os resultados desta experiéncia. Sao
visiveis duas bandas principais, as quais correspondem ao
conférmero A e confdérmero F. O confdédrmero F mostra um peso
molecular aparente baixo em comparagao com o confdérmero A.
Conforme esperado, o) lote 3 parece enriquecido em
conférmero A, ao passo que o lote F e o lote F-HA séao
enriquecidos no confdérmero F. No caso de as amostras serem

levadas a ebulicdo, as duas isoformas sdo indistinguiveis e
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possuem a mesma electroforética do conférmero A. Tal
demonstra que o confdérmero F € malis estavel do que o
conférmero A, o qual é provavelmente desnaturado pelo SDS,
ao passo gque o conférmero precisa de ebuligcao para
desnaturar.

Cromatografia de exclusdo molecular. Assim sendo,
também foi observada uma anomalia semelhante quando as
mesmas preparacgbes de proteinas foram aplicadas a uma
coluna de cromatografia de exclusao molecular (SEC) .
Resumidamente, aplicou-se as amostras num volume final de
100 pL a uma coluna de filtragao em gel “‘Superdex 200
HR10/30’ (Amersham Biosciences), equilibrada com tampdo da
coluna. Ligou-se a coluna a um sistema purificador AKTA
(Amersham Biosciences). Completou-se a quantificacgao de
picos do perfil de eluigao obtido a 280 nm de acordo com as
instrugdes do fornecedor. A figura 2 mostra os
cromatogramas das amostras provenientes dos mesmos lotes.
Sao claramente distinguiveis dois picos principais de
material adsorvedor de UV com volumes de eluigcaoc distintos
aproximadamente de 12,3 e de 13,3 mL.

A espectroscopia de massa MALDI (MS) das amostras de 5
lotes diferentes de GBS (3 enriquecidos no confdérmero F e
trés no confdédrmero A) revelou que o0s pesos moleculares das
diferentes isoformas sao consistentes com os PM tedricos de
52872 Da calculados para o) fragmento expresso de
comprimento completo, demonstrando dgque as duas 1isoformas
possuem a mesma sequéncia ou sequéncias muito semelhantes

(ver figuras 4a e 4b).
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EXEMPLO 3: estabilidade ao longo do tempo e pH

Os ensaios de estabilidade foram efectuados para
avaliar a estabilidade aumentada do conférmero F de GBS 80
em termos de tempo e de pH. Na figura 3, sao apresentados
os cromatogramas das amostras processadas.

O painel esquerdo mostra que uma preparagao de GBS
enriquecida no confdérmero A (lote 3) €é menos estavel ao
longo do tempo, uma vez que sofre uma redistribuigao de
picos. Os cromatogramas da preparacgao de GBS 80 enriquecida
no conférmero F (lote F, painel direito) sao, pelo
contrario, bastante estdveis ao longo do tempo, mesmo para
valores de pH diferentes.

Faz-se observar que o pico de absorvancia que
corresponde ao conférmero A diminui com o tempo na medida
em que a preparacgao € eluida, como um pico polidisperso. O
conférmero A é convertido no conférmero F e em outros
conférmeros com um peso molecular aparente mais elevado

(muito provavelmente associado a formagdo do oligdmero).

EXEMPLO 4: digestao por protease

O confdrmero A e o confdrmero F apresentam
sensibilidades diferentes a digestdo por proteases. A
figura 5 mostra os resultados da digestao de ambos os
conférmeros com trés proteases diferentes (proteinase K,
tripsina e AspN), ambas na presenga ou na auséncia de
tratamento prévio com detergente, tal «como a seguir
indicado.

Os conférmeros A e F recombinantes purificados foram
desnaturados termicamente durante 5 minutos a 95°C, apds a
adigao de 0,1% final de *“RapiGest” SF (Waters, Manchester,

RU) . Adicionou-se as proteases em proporg¢des entre
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substrato/enzima de 50/1 (p/p) a proteinas recombinantes
desnaturadas ou nao desnaturadas. Deixou-se decorrer as
reacgdes durante 2 horas a 37°C e interrompeu-se por meio
da adicdo de 0,2% de 4&cido férmico final. Efectuou-se a
desnaturagao de 2 pg dos produtos de digestao em tampao da
carga da amostra (Tris-HC1 0,06 M, pH 6,8, 10% (v/v) de
glicerol, 2% de (p/v) de SDS, DTT 100 mM, 10 pg/mL de azul
de bromofenol) e carregou-se em acrilamida SDS-PAGE a 12%.
Os geles foram corados com azul Coomassie.

Conforme ilustrado na figura 5, o conférmero F é mais
resistente a digestdo. Notavelmente, uma banda com um peso
molecular de cerca de 50 kDa nao foi digerida, mesmo apds
desnaturacao com “RapiGest” SF. Esta banda {(marcada com um
asterisco) corresponde a parte do terminal C da proteina
conforme definido pela impressao digital de massa do
péptido triptico (resultado nédo apresentado). Além do mais,
os péptidos libertados por estas digestdes sao péptidos que
pertencem a parte do terminal N da proteina, conforme
evidenciado ©pelas analises de espectroscopia de massa

(resultados nao apresentados).

EXEMPLO 6: resultados de imunizagao maternal activa

Utilizou-se ambos os confdérmeros purificados para
imunizar grupos de murganhos fémea adultos, os quais no
final do regime de imunizag¢ao, foram acasalados. As crias
assim obtidas foram entao estimuladas com uma dose de GBS
calculada de modo a matar 80% a 90% das crias. Conforme
ilustrado no gquadro 1, a imunizacdao com o conférmero F
proporciona um nivel de protecg¢ao superior.

Tal como aqui wutilizado, o ensaio de imunizagao

maternal activa diz respeito a um ensaio de protecgao in
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vivo, no qual os murganhos fémea sao 1imunizados com a
composicao de antigénio de teste. Os murganhos fémea sao
entao procriados e as suas crias sao estimuladas com uma
dose letal de GBS. Determina-se os titulos no soro dos
murganhos fémea durante o regime de imunizacao, bem como o
tempo de sobrevivéncia das crias apds o estimulo.
Especificamente, nos ensaios de 1imunizagao maternal
activa aqui referidos foram utilizados grupos de dquatro
murganhos fémea CD-1 (Charles River Laboratories, Calco
Italia). Estes murganhos foram imunizados por via
intraperitoneal com cada um dos confdrmeros purificados em
adjuvante de Freund nos dias 1, 21 e 35, antes da criagao.
Os murganhos com 6 a 8 semanas de idade receberam 20 mg de
proteina/dose. A resposta imune das barreiras foi
monitorizada utilizando amostras de soro recolhidas no dia
0 e 49. 0s murganhos fémea foram procriados 2 a 7 dias apds
a Ultima imunizacdao (aproximadamente a t = 36-37) e
apresentaram tipicamente um periodo de gestacdo de 21 dias.
Apbs 48 horas do nascimento, as crias foram estimuladas por
via 1.p. com GBS numa dose aproximadamente igual a uma
quantidade que seria suficiente para matar 70% a 90% das
crias imunizadas (conforme determinado por dados empiricos
recolhidos a partir de grupos de controlo de PBS). A dose
de estimulo de GBS é preferencialmente administrada em 50
mL de meio de THB. De preferéncia, o desafio as crias tem
lugar nos dias 56 a 61 apdés a primeira imunizagao. O
inéculo de desafio foil preparado a partir de culturas
congeladas diluidas até uma concentragao adequada com THB
antes da sua utilizagao. Monitorizou-se a sobrevivéncia das

crias durante 5 dias apdés o desafio.
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Conforme ilustrado no gquadro 6, a imunizagcao com o

conférmero F proporciona um nivel de proteccgao superior.
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REIVINDICACOES

1. Adesina bacteriana isolada em confdérmero F, em gue a
adesina bacteriana é capaz de gerar uma resposta imunitaria
num individuo, em que adesina bacteriana em confdérmero F nao
é retida por uma coluna de 'Q-sepharose', e em que a adesina

bacteriana € a GBSS80.

2. Adesina bacteriana isolada de acordo com a
reivindicacao 1, em gue a adesina bacteriana é produzida por

via recombinante.

3. Adesina Dbacteriana isolada de acordo com uma das
reivindicagdes 1 ou 2, em gue a adesina bacteriana:

a) é retida por uma coluna de hidroxiapatite;

b) migra sob a forma de uma banda uUnica com um peso
molecular aparente em SDS-PAGE, na auséncia de desnaturacao
térmica, que é menor do que o da adesina bacteriana apds
desnaturacao térmica,

c) € mails resistente a digestdao com proteases do que a
adesina Dbacteriana em conférmero A, em gue a adesina
bacteriana em confdérmero A é retida por uma coluna de 'Q-
sepharose'; ou

d) a sua eluigcao a partir de uma coluna de
cromatografia de exclusao molecular ocorre sob a forma de um

pico monodisperso Gnico.

4. Anticorpo que se liga a uma adesina bacteriana em
conférmero F de acordo com gqualquer uma das reivindicacgdes 1

a 3, mas nao a adesina bacteriana em confdérmero A, em que a



adesina bacteriana em conférmero A é retida por uma coluna

de 'Q-sepharose’'.

5. Anticorpo de acordo com a reivindicagao 4, em que O
referido anticorpo é um anticorpo monoclonal, um anticorpo
quimérico, um anticorpo humanizado ou um anticorpo

totalmente humano.

6. Composigao que compreende o) anticorpo das

reivindicagdes 4 ou 5.

7. Composigcao que compreende uma adesina bacteriana de
acordo com gqualgquer uma das reivindicagdes 1 a 3 e dque
compreende menos do que 20% de adesina bacteriana em
conférmero A, em que a adesina bacteriana em confdérmero A é

retida por uma coluna de 'Q-sepharose’.

8. Composigcdo que compreende pelo menos uma ou varias
partes de GBS80 em conférmero F e uma parte de GBS80 em
conférmero A,

em que a GBS80 em conférmero F é capaz de gerar uma
resposta imunitaria num individuo, em que a GBS80 em
conférmero F nao é retida por uma coluna de 'Q-sepharose' e
em gque a GBS80 em confdérmero A é retida por uma coluna de

'Q-sepharose’'.

9. Composigao de acordo com qualquer uma das
reivindicag¢des 6 a 8, a qgual é uma composigao imunogénica,

uma composicao de vacina ou uma composigcao de diagndstico.



10. Composicgao de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 6 a 8, para utilizagao como produto

farmacéutico.

11. Composicgao de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 6 a 8, para o tratamento ou prevengao de uma

infecgao por GBS.

12. Processo para separar uma GBS80 em confdédrmero F de uma
GBS80 em conférmero A, O gual compreende ©0s passos
seguintes:

a) obter uma amostra que contenha uma mistura de GRBS80
em confdérmero F e de GBS80 em confdrmero A;

b) separar a GBS80 em conférmero F da GBS80 em
conférmero A, utilizando uma tecnologia de separacao
seleccionada entre o conjunto constituido por tecnologia de
separacdao de permuta anidnica, tecnologia de separacgao a
base de hidroxiapatite e tecnologia de separagao com base no
coeficiente de atrito,

em que a GBS80 em conférmero F ndo é retida por uma
coluna de 'Q-sepharose' e em que a GBS80 em conférmero A é

retida por uma coluna de 'Q-sepharose’'.

13. Processo de acordo com a reivindicagao 12, em gue a
tecnologia de separagao com base no coeficiente de atrito é
escolhida entre o conjunto constituido por electroforese em
gel, cromatografia de exclusao molecular, fraccionamento por
fluxo de um campo e centrifugacao de sedimentacao a alta

velocidade.



14. Processo para isolar o confédrmero F de GBS80, o qual
consiste em aplicar uma amostra gue contenha uma mistura de
conférmeros sobre uma coluna de cromatografia de permuta
idénica, recuperar o fluxo de passagem e isolar o confdrmero
F num passo cromatografico em hidroxiapatite, em que a GBS80
em conférmero F nao ¢é retida por uma coluna de 'Q-

sepharose’'.
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Figura 1: Isoformas de GBS80 purificadas por SDS-PAGE
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Figura 2:
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Figura 3: Filtragao em gel analitico do lote 3 e do lote F

para valores diferentes do tempo e pH
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Figura 4a: Filtragao em gel analitico de 5 lotes diferentes

de GBS 80

< -
b * - e SO0 Y, e Jyep—— .
o DR v i i, e i s i e Ty~ Tk e
At RO MO V1, F AT
i . -y
Lote 02AK

" Lote 11AK -

w

o
o

"
-

1w
»
=

e DOrGTIRN1 Y1.da0m e doghrs.
e A A A T U D
~

Lote 3 SD7S

f
|
|

SRA




5/7

Figura 4b: Pesos moleculares de 5 lotes diferentes de GBS

80,

conforme determinado por MALDI-TOF
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Figura 5: SDS-PAGE apds digestdao com diferentes proteases,

com e sem desnaturacgao com detergentes (RapidGest SF)
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Figura 6: Resultados da imunizacg¢do activa maternal

Protecgdo
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