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RESUMO
"METODOS PARA O TRATAMENTO DE LESOES POR REPERFUSAO"

A presente invencdo refere-se ao tratamento de um tecido de

mamifero contra os efeitos da reperfusédo, usando flagelina.



DESCRICAO
"METODOS PARA O TRATAMENTO DE LESOES POR REPERFUSAO"

CAMPO DA INVENGAO

A presente invencdo refere-se a utilizacdo de polipéptidos
relacionados com a flagelina para tratar os tecidos dos

efeitos da reperfuséo.

FUNDAMENTO DA INVENGAO

Os tecidos privados de sangue e de oxigénio sofrem necrose
isquémica ou enfarte com eventuais danos irreversiveis nos
orgdos. Uma vez que o fluxo de sangue e o oxigénio séo
restabelecidos no 6rgdo ou tecido (reperfusido), o drgdo néao
volta 1mediatamente ao estado normal pre-isquémico. A
reperfusdo do fluxo corondrio € necessdria para reanimar o
tecido ou orgdo isquémico ou hipdéxico. A reperfusédo
periddica facilita o resgate de células e diminui a
morbidade e a mortalidade. A reperfusdo de uma A&rea
isquémica pode resultar numa disfuncdo paradoxal incluindo
uma marcada disfuncdo das células endoteliais, o que
resulta em vasoconstricéao, ativacéao de plaquetas e
leucdcitos, aumento da producdo oxidante, e um aumento do
liquido e extravasamento de proteina.

Ao longo das Ultimas duas décadas tem-se assistido a varias
intervencdes farmacoldgicas destinadas a limitar as lesbes
por reperfusdo. Infelizmente, o sucesso de alguns agentes
tem sido limitado ao modelo experimental de isquemia e
reperfusdo. A auséncia de beneficios clinicos consistentes
pode estar relacionada com uma variedade de fatores,

incluindo uma concecdo deficiente do ensaio c¢linico,



estudos farmacocinéticos/farmacodindmicos inadequados e a
complexidade do ser humano no modelo in vivo.

Existe a necessidade de na arte distinguir estratégias
terapéuticas para isquémia vs. reperfusdo e é possivel que
a combinacdo de agentes seja necessidria para desencadear o

maximo beneficio clinico.

SUMARIO DA INVENGCAO

E fornecido neste documento um método de tratamento de um
tecido de mamifero a partir dos efeitos da reperfusido, que
podem compreender a administracdo a um mamifero em
necessidade, de uma composicdo compreendendo flagelina. A
composicdo pode ser administrada em combinacdo com um
antioxidante, que pode ser selecionado do grupo consistindo
de amifostina e vitamina E.

A reperfusdo pode ser causada por uma lesdo, que pode ser
isquémia ou hipdxia. A isquémia pode ser selecionada a
partir do grupo que consiste em taquicardia, enfarte,
hipotensédo, embolia, tromoboembolia (coagulo de sangue),
anemia falciforme, pressdo localizada nas extremidades do
corpo e tumores. A hipdxia pode ser selecionada a partir do
grupo que consiste de hipdxia hipoxémica (envenenamento por
monéxido de carbono; apneia do sono, doenca pulmonar
obstrutiva crdénica, paragem respiratdria; shunts), hipdxia
anémica (conteudo 02 baixo), hipdxia hipoxémica e hipdxia
histotdéxica. A pressdo localizada pode ser devida a um
torniquete.

A composicdo pode ser administrada antes de, Jjuntamente
com, ou apds o influxo de oxigénio. O tecido pode ser
selecionado a partir do grupo gue consiste no trato
gastrointestinal, pulméo, rim, figado, sistema

cardiovascular, endotélio dos vasos sanguineos, o sistema



nervoso central, o sistema nervoso periférico, musculo,

osso e foliculo capilar.

BREVE DESCRIGCAO DAS FIGURAS

A Fig. 1 demonstra o nivel de creatinina no soro de ratos,
durante 5 dias apds administracdo intravenosa de flagelina
em concentracdes de 0,01 pg, 0,5 pg, 1,0 pg, ou 5,0 ng

/corpo.

A Fig. 2 demonstra o efeito da flagelina administrado a
ratos antes da aplicacdo da isquemia renal e medicdo da
taxa de sobrevivéncia e de creatinina apds a reperfusdo dos
rins isquémicos. O painel A apresenta a percentagem de
sobrevivéncia de ratos que foram pré-tratados com flagelina
nas concentracdes de 0,01 npg, 0,5 pg, 1,0 ng, ou 5,0 ng
/corpo ou PBS como controlo. O painel B apresenta o nivel
de creatinina no mesmo grupo de ratos pré-tratados e de

controlo.

A Fig. 3 demonstra a histopatologia das células renais
isquémicas 24 horas apds a reperfusdo que foram pré-
tratadas com PBS ou flagelina quer em concentracdes de 0,01
ng, 0,5 ng, 1,0 pg, ou 5,0 pg /corpo. A coluna de controlo
(placebo) indica as células renais isoladas de ratos que

ndo foram impostas com isquemia renal.

A Fig. 4 demonstra a histopatologia das células renais, 7
dias apbs a reperfusdo. No primeiro painel, a lémina
histopatoldgica apresenta as células renais isoladas de
rato pré-tratadas com PBS antes da isquemia renal e seguido
por reperfusdo dos rins isquémicos. No primeiro painel, a
lamina histopatoldégica apresenta as células renais isoladas

de rato pré-tratadas com PBS antes da isquemia renal e



seguido por reperfusdo dos rins isquémicos. No segundo
painel, a lamina histopatoldégica apresenta células renais
isoladas de rato pré-tratadas com flagelina, numa
concentracdo de 0,5 ug /corpo, mas ndo impostas com
isquemia renal. O terceiro painel demonstra a lamina
histopatoldégica apresentando células renais isoladas de
rato pré-tratadas com flagelina com uma concentracédo de 0,5
ng/corpo e impostas com isquemia renal e seguida por

reperfusdo dos rins isquémicos.

A Fig. 5 demonstra a andlise da infiltracdo de leucdcitos 9
horas e 24 horas apds a reperfusdo isquémica em células
renais isoladas de ratos pré-tratados com PBS ou flagelina
a 0,5 ng/corpo. A Fig. ba apresenta células do tecido renal
imuno-histologicamente marcadas para os niveis de
infiltracdo neutrofilica 9 horas e 24 horas apds a
reperfusdo em células renais tratadas isquémicas e néo
isquémicas de ratos pré-tratados com PBS ou flagelina a 0,5
png/corpo. A Figura 5b apresenta o numero de neutréfilos,
macrofagos, células T CD4%, e células T CD8" que se
infiltram nas células do tecido renal, isoladas de ratos
pré-tratados com PBS ou flagelina uma concentracédo de 0,5

ng/corpo. Figura 5c

A Fig. 6 demonstra o papel critico das gquimiocinas de
prevencdo da flagelina CXCL1/KC e CXCL2/KC para orientar a
infiltracdo dos leucdédcitos nos tecidos renais isquémicos. A
Fig. 6B demonstra que o0s niveis de mARN de proteinas em
fase aguda IL-Ib e IL-6 mas ndo os de TNFa foram também
reduzidos em rins isquémicos 9 horas apds-reperfusido, em

animais pré-condicionados com flagelina.

A Fig. 7 demonstra os niveis de sobrevivéncia e de
creatinina em grupos de ratos C57BL/6 que foram submetidos

a 45 minutos de oclusdo pedicular renal bilateral e foram



administrados 0,5 pg de flagelina em varios instantes apds

a remocdo das pincas renais.

A Fig. 8 demonstra a administracdo de 0,5 pg de flagelina
dentro de 30 minutos de reperfusdo isquémica dos rins
isquémicos dos ratos tipo selvagem C5H7BL/6 reconstituidos
com medula 6ssea do tipo selvagem diminuiu os niveis de
mARN de CXCLl1 e CXCL2. Em recetores MyD88#_ reconstituido
com MyD88”“ ou medula 6ssea do tipo selvagem, pouco mARN
CXCL1 e CXCL2 foi induzido durante a reperfusdo de rins
isquémicos e a administracdo de flagelina durante a
reperfusdo destes rins ndo diminuem os niveis de mARN
destas quimiocinas. Ao contrario, os recetores do tipo
selvagem de medula 6ssea de dadores MyD88_#’ expressaram
niveis elevados de mARN CXCLl e CXCL2 e estes niveis foram
reduzidos pela administracdo de flagelina durante a

reperfusdo dos rins isquémicos.

A Fig. 9 demonstra as secc¢des renais dos ratos do tipo
selvagem C57BL/6 e BALB/c que foram marcadas com anticorpo
anti-TLR5. A Figura 9b demonstra que os niveis de expressio
de mARN TLR5 foram baixos nos rins antes da imposicdo da
isquemia/reperfusdo renal mas aumentou rapidamente durante

a reperfusdo dos rins isquémicos.

A Figura 10 apresenta a estrutura do dominio de flagelina
bacteriana. O vestigio do esqueleto de Ca, distribuicdo do
nicleo hidré6fobo e informacdo estrutural do F41l. Quatro
nicleos distintos hidréfobos que definem os dominios DI,
D2a, D2b e D3. Todos os &tomos na cadeia lateral hidrdfoba
sdo exibidos com o esqueleto de Ca. Os &tomos da cadeia
lateral sd@o codificados por cores: Ala, amarelo; Leu, He ou
Val, cor-de-laranja; Phe e Tyr, roxo (4tomos de carbono) e
vermelho (Atomos de oxigénio), ¢, posicdo e regido de

varias caracteristicas estruturais na sequéncia de



aminodcidos da flagelina. S&o apresentadas, de c¢ima para
baixo: o fragmento F41 em azul; trés folhas b dobram-se em
castanho; a distribuicdo da estrutura secundédria com hélice
a em amarelo, estrutura b em verde, e a volta b a roxo;
marca de verificacdo em azul a cada 50 residuos; dominios
DO, D1, D2 e D3; a regido de contacto da subunidade axial
no interior do proto-elemento em azul ciano; a sequéncia de
aminodcidos bem conservada a vermelho e a regido variéavel
em violeta; mutacgcdes pontuais no F41 que produzem oS
elementos de diferentes super-hélices. As letras na parte
inferior indicam a morfologia dos elementos mutantes: L
(D107E, R124A, R124S, G426A), linear tipo L; R (A449V),
linear tipo R; C (D313Y, A414vV, A427V, N433D), enrolada33.

A Figura 11 apresenta um esquema de dominios de flagelina
de Salmonella, seus fragmentos e sua interacdo com TLR5. As
barras escuras indicam regi®des do gene da flagelina
utilizado para construir os fragmentos compreendendo A, B,

C, A' e B'.

A Figura 12 ilustra os derivados da flagelina. A estrutura
de dominio e 0s limites proéximos (coordenadas de
aminocacidos) dos derivados selecionados da flagelina
(listados a direita). A flagelina F1liC de Salmonella dublin

¢ codificada em 505 aminoé&cidos (aa).

A Figura 13 apresenta a sequéncia de nucledbdtidos e de
aminodcidos para as seguintes variantes de flagelina: AA’
(SEQ ID N°: 7-8), AB’ (SEQ ID N°: 9-10), BA’ (SEQ ID N°:
11-12), BB’ (SEQ ID N°: 13-14), CA’ (SEQ ID N°: 15-16), CB’
(SEQ ID N°: 17-18), A (SEQ ID N°: 19-20), B (SEQ ID N°: 21-
22), C (SEQ ID N°: 23-24), GST-A’ (SEQ ID N°: 25-26), GST-
B’ (SEQ ID N°: 27-28), AA'nl-170 (SEQ ID N°: 29-30), AA'nl-
163 (SEQ ID N°: 33-34), AA'n54-170 (SEQ 1ID N°: 31-32),
AA'n54-163 (SEQ ID N°: 335-36), AB'nl1-170 (SEQ ID N°: 37-



38), AB'nl-163 (SEQ ID N°: 39-40), AA'nl-129 (SEQ ID N°:
41-42), AA'n54-129 (SEQ ID N°: 43-44), AB'nl-129 (SEQ 1ID
N°: 45-46), AB'n54-129 (SEQ ID N°: 47-48), AA'nl1-100 (SEQ
ID N°: 49-50), AB'nl1-100 (SEQ ID N°: 51-52), AA'nl-70 (SEQ
ID N°: 53-54) e AB'nl-70 (SEQ ID N°: 55-56). A sequéncia
lider pRSETb ¢é apresentada em itéalico (a lider inclui Met,
que também é o aminodcido 1 da FliC). O dominio constante
N terminal é sublinhado. A sequéncia de aminoécidos ligante

estd a negrito. O dominio constante C terminal ¢é

sublinhado. A GST, se estiver presente, ¢ destacada.

A Figura 14A apresenta a histologia do misculo do membro
posterior de ratos 14 dias apds a reperfusdo a seguir a 3
horas de isquemia quente, usando  uma mancha de
hematoxilina/eosina onde o rato tenha sido administrado com

0,5 pg de CRLB502 em 15 minutos de reperfuséo.

A Figura 14B apresenta a histologia do misculo do membro
posterior de ratos 14 dias apds a reperfusdo a seguir a 3
horas de isquemia quente, usando uma mancha onde o rato
tenha sido administrado com veiculo (PBS) em 15 minutos de
reperfusdo. A Figura 14C apresenta a proporcdo do edema do
tecido humido/seco no membro de ratos administrados quer
com CBLB502 ou PBS dentro de 15 minutos de reperfusédo, apds
3 horas de isquemia. A proporcdo do edema foi medido também
no membro de ratos administrados com CBLB501 ou PBS, mas
poupados a 3 horas de isquemia. A Figura 15 apresenta a
proporcdo de vazamentos vasculares humidos/secos usando
Corante Azul por grama de peso do membro de ratos
administrados qgquer com CBLB501 ou PBS dentro de 15 minutos
de reperfusédo, apds 3 horas de isquemia. A proporcdo do
vazamento vascular foi medida também no membro de ratos
administrados com CBLB501 ou PBS, mas poupados a 3 horas de

isquemia.



A Fig. 15 apresenta a comparacdo de sequéncias de
aminodcidos da terminacdo conservada amino (Fig. 15-A) e
carboxilo (Fig. 15B) de 21 espécies de bactérias. 0s 13
aminoacidos conservados importantes para a atividade TLRb
sdo apresentados com sombreado. As sequéncias de
aminodcidos sé&do identificadas pelos seus numeros de adeséo
TrEMBL (primeira letra = Q) ou Swiss-Prot (primeira letra =

P).

DESCRIGAO DETALHADA

Os inventores fizeram a surpreendente descoberta de que a
flagelina protege contra os efeitos da reperfusdo. A
auséncia ou a diminuicdo de oxigénio e dos nutrientes do
sangue cria uma condicdo na qual a restauracdo da
circulacédo resulta em inflamacdo e danos oxidativos através
da inducgdo do stress oxidativo em vez do restabelecimento
da funcéo normal . O fluxo sanguineo restabelecido
reintroduz o oxigénio dentro das células, o que danifica as
proteinas celulares, o ADN e a membrana plasmatica. Os
danos a membrana celular por sua vez, podem causar a
libertacdo de mais radicais livres. Tais espécies reativas
também atuam na sinalizacdo redox para induzir a apoptose
de células do tecido isquémico. Além disso, a resposta
inflamatéria danifica mais ainda o tecido. 0Os gldbulos
brancos transportados para a Aarea pelo sangue gque volta
renovado, libertam uma série de fatores inflamatdrios tais
como as interleucinas, bem como radicais livres em resposta
ao dano tecidular. 0s leucdcitos também podem acumular-se
em pequenos capilares, obstruindo-os e conduzindo a mais
isquemia. Embora né&do seja demonstrado, teoricamente a
flagelina pode fornecer protecdo contra os efeitos da
reperfusdo através da reducdo do stress oxidativo e
inflamatério no tecido evitando assim a apoptose e

permitindo uma recuperacdo mais rapida do tecido para um



estado normal. Esta natureza protetora da flagelina pode
ser usada quer no inicio da reperfusdo ou ser utilizada
para evitar mais danos devidos a reperfusdo. A invencéo
descrita diz respeito, em parte, a administracdo de
flagelina para o tratamento de um tecido de mamifero dos

efeitos de reperfuséo.

1. Definicodes.

A terminologia utilizada neste documento ¢é apenas para a
finalidade de descrever formas de realizacdo particulares e
ndo se destina a ser limitante. Tal como usado na descricéo

e nas reivindicacdes anexas, as formas singulares "um",

"uma" e "o/a" incluem referéncias plurais, a menos que O
contexto claramente indique o contrério.
Para citar os intervalos numéricos aqui inclusos, cada
numero interveniente incluido com o mesmo grau de precisédo
é explicitamente contemplado. Por exemplo, para o intervalo
de 6-9, o0s numeros 7 e 8 sdo incluidos, além de 6 e 9, e
para intervalo 6,0-7,0, 0s nimeros
6,0, 0,1, 6,2, 6,3, 6,4, 6,5, 6,6, 6,7, 6,8, 6,9, e 7,0
sdo explicitamente contemplados.
"Administrar" pode significar uma dose de um agente que
induz a atividade NF- KB, significa uma dose Unica ou doses
maltiplas do agente.
"Anadlogo" pode significar, no contexto de um péptido ou
polipéptido, um péptido ou polipéptido compreendendo um ou
mais aminocédcidos ndo-padrdo ou outras variacdes estruturais
do conjunto convencional de amino&cidos.
"Anticorpo" pode significar um anticorpo de classes IgG,
IgM, IgA, IgD ou IgE, ou fragmentos, seus fragmentos ou
derivados, incluindo o Fab, F(ab'),, Fd, e anticorpos de
cadeia simples, diacorpos, anticorpos Dbiespecificos,
anticorpos bifuncionais e seus derivados. O anticorpo pode
ser um anticorpo monoclonal, um anticorpo policlonal, um

anticorpo purificado po afinidade, ou suas misturas dque
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apresentem especificidade de 1ligacdo suficiente para o
epitopo desejado ou uma sequéncia dele derivada. O
anticorpo pode ser também um anticorpo gquimérico. O
anticorpo pode ser derivado da ligacdo de wuma ou mais
substancias quimicas, porcgdes de péptidos ou polipéptidos
conhecidos na arte. O anticorpo pode ser conjugado com uma
porcdo quimica.

A "apoptose" pode significar uma forma de morte celular que
inclui a contracdo progressiva do volume da célula com a
preservacdo da integridade dos organelos citoplasmaticos; a
condensacdo da cromatina (ou seja, condensacdo nuclear),
como vista pela microscopia o6tica ou eletrdnica; e/ou
clivagem do ADN em alguns fragmentos dimensionados, tal
como determinado pelos ensaios de sedimentacdo por
centrifugacédo.

A morte celular ocorre quando a integridade da membrana da
célula ¢é perdida (p.ex., uma evaginacdo irregular da
membrana) englobando os fragmentos celulares intactos
("corpos apoptdticos") por células fagociticas.
Um "péptido" ou "polipéptido™ pode significar uma sequéncia
ligada de aminodcidos e pode ser natural, sintética, ou uma
modificacdo ou combinacdo de naturais e sintéticas.
Os termos "tratando", "tratamento" ou "tratar" podem
significar, cada um, aliviar, suprimir, reprimir, eliminar,
prevenir ou retardar o aparecimento dos sintomas, sinais
clinicos, ou patologia de base de uma condicdo ou doenca,
numa base temporadria ou permanente. A prevencdo da doenca
envolve administrar uma composicdo da presente invencdo a
um animal, antes do inicio da doenca.
A supressdo da doenca envolve administrar uma composicdo da
presente invencdo a um animal apdbds a inducdo da doenca, mas
antes do seu aparecimento clinico. A repressdo da doenca
envolve administrar uma composicdo da presente invencdo a

um animal, apds o aparecimento clinico da doenca.
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2. Tratando os Efeitos da Reperfuséo

E aqui fornecido um método de tratamento dos efeitos da
reperfusdo por administracdo a um mamifero em necessidade
da mesma, de uma composicdo compreendendo flagelina. A
reperfusdo pode ser causada por uma lesédo.

A reperfusdo pode causar danos a um componente corporal
quando o fornecimento de sangue regressa ao componente
corporal, apds a lesdo. Os efeitos da reperfusdo podem ser
mais prejudiciais ao componente corporal do que a lesdo em
si. Existem varios mecanismos e mediadores da reperfuséio
incluindo os radicais livres de oxigénio, sobrecarga de
calcio intracelular e a disfuncéo endotelial.
Quantidades excessivas de espécies reativas de oxigénio,
quando reintroduzidas num componente corporal previamente
danificado, sofrem uma reducdo sequencial levando a
formacdo de radicais livres de oxigénio. 0Os radicais
oxidantes potentes, tais como o anido superdxido, radical
hidroxilo, e peroxinitrite, podem ser produzidos dentro de
poucos minutos a partir do refluxo para o componente
corporal e podem desempenhar um  papel crucial no
desenvolvimento da lesdo de reperfusdo. 0Os radicais livres
de oxigénio também podem ser gerados a partir de outras
fontes, além da reducdo do oxigénio molecular. Estas fontes
incluem enzimas, tals como a xantina oxidase, citocromo
oxidase, e ciclo-oxigenase e a oxidacdo de catecolaminas.
A reperfusdo também é& um potente estimulo para a ativacdo e
a acumulacdo de neutrdéfilos, o que por sua vez servem Como
potentes estimulos para a producdo de espécies reativas de
oxigénio. Especificamente, os principais produtos da queima
respiratéria dos neutrd6filos sdo agentes oxidantes fortes
incluindo o perdéxido de hidrogénio, radicais livres de
oxigénio e hipoclorito. Os neutrédfilos sdo o tipo mais
abundante de fagdcitos, normalmente representando 50 a 60%

do total dos leucdédcitos circulantes e geralmente s&do as
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primeiras células a chegar ao local do componente corporal
danificado. Os radicais 1livres drivados do oxigénio
produzem danos por reagir com 4cidos gordos poli-
insaturados, resultando na formacdo de perdxidos lipidicos
e hidroperéxidos que danificam o componente corporal e
prejudicam o funcionamento de sistemas enzimaticos ligados
a membrana. 0s radicais 1livres estimulam a libertacéao
endotelial do fator ativador de plaguetas e de guimiocinas,
tais como o fator ativador dos neutrdfilos, a quimiocina
(motivo C-X-C) ligando 1 e quimiocina (motivo C-X-C)
ligando 1 que atrai mais neutrdéfilos e amplifica a producéo
de radicais oxidantes e o grau da lesdo de reperfusédo. As
espécies reativas de oxigénio também atenuam o 6xido
nitrico, exagerando a lesdo endotelial e a disfuncédo das
células e tecidos. Além de um aumento na producdo, existe
também uma deficiéncia relativa nas enzimas enddgenas de
limpeza de oxidantes, que exageram adicionalmente a
disfuncdo cardiaca mediada por radicais livres.

A reperfusdo pode ainda resultar numa acentuada disfuncéo
das células endoteliais. A disfuncdo endotelial facilita a
expressdo de um fendtipo pro-trombdtico caracterizado por
ativacdo de neutrdédéfilos e plagquetas, importantes mediadores
da reperfusdo. Uma vez os neutrdéfilos entrando em contato
com o endotélio disfuncional, eles sdo ativados e, numa
série de etapas bem definidas (enrolamento, adesdo firme e
transmigrac¢do) migram para zonas de lesdo tecidular através
de juncdes das células endoteliais como parte da resposta
imune inata.

As alteracdes na homeostase intracelular do cédlcio
desempenham um importante papel no desenvolvimento da
reperfusdo. A reperfusdo pode ser associada ao aumento de
cdlcio intracelular; este efeito pode estar relacionado com
uma maior entrada de cédlcio sarcolemal por canais de célcio
do tipo-L ou pode ser secundaria para alteracdes no ciclo

do célcio no reticulo sarcoplasmatico. Além da sobrecarga
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de céalcio intracelular, alteracdes na sensibilidade dos
miofilamentos ao cédlcio tém sido implicadas na reperfuséo.
A ativacdo de proteases cédlcio-dependentes (calpaina I) com
consequente protedlise miofibrilar foi sugerida como
sublinhando a lesdo de reperfusdo, tal como a protedlise da
troponina.

A reperfusdo de células do tecido submetido a uma lesdo tém
um metabolismo celular alterado, gque, por sua vez, podem
contribuir ©para retardar a recuperacdo funcional. Por
exemplo, uma lesdo pode induzir o metabolismo anaerdbio
numa célula com uma producdo em rede de lactato. A
libertacéo de lactato persiste durante a fase de
reperfusédo, sugerindo um atraso na recuperacao do
metabolismo aerdbio normal. Da mesma forma, a atividade do
piruvato desidrogenase mitocondrial (PDH) pode ser inibida
até 40% apds uma lesdo e pode permanecer deprimida até 30
minutos apdés a reperfuséo.

Cada um desses eventos durante a reperfusdo pode levar ao
stress das células do tecido e morte celular programada
(apoptose) e necrose das células do tecido. A apoptose
normalmente funciona para "limpar" os tecidos das células
feridas e geneticamente danificadas, enquanto as citocinas
servem para mobilizar o sistema de defesa do organismo
contra o agente patogénico. No entanto, em condicdes de
danos graves, ambos o0s mecanismos de resposta ao stress

podem, or si sd, atuar como causas de morte.

a. Flagelina

A flagelina pode ser um polipéptido relacionado com a
flagelina. A flagelina ©pode ser de qualquer origem,
incluindo uma variedade de espécies de bactérias Gram-
positivas e Gram- negativas. A flagelina pode ter a
sequéncia de aminodcidos de uma das 23 flagelinas de

espécies de bactérias gque estdo representadas na figura 7
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da Publicacdo da Patente U.S N° 2003/0044429, cujo conteudo
¢ incorporado neste documento por referéncia. As sequéncias
nucleotidicas que codificam para os polipéptidos de
flagelina listados na figura 7 do documento U.S.
2003/0044429 estdo publicamente disponiveis através de
fontes, que incluem a base de dados do NCBI Genbank.
A flagelina pode ser o componente principal do flagelo
bacteriano. A flagelina pode ser composta por trés dominios
(Fig. 10). O dominio 1 (Dl1) e o dominio 2 (D2) podem ser
descontinuos e podem ser formados quando residuos na
terminacdo amino e na terminacdo carboxilo sdo justapostos
por meio da formacdo de uma estrutura em grampo. As
terminacdes amino e carboxilo compreendendo os dominios D1
e D2 podem ser as mais conservadas, considerando que o
dominio médio hipervariéavel (D3) pode ser altamente
variavel. 0Os estudos com uma proteina recombinante contendo
os amino D1 e D2 e os carboxilo D1 e D2 separados por uma
dobradica Escherichia coli (ND1-2/ECH/CD2) indicam que o0S
D1 e D2 podem ser bioativos quando acoplados a um elemento
ECH. Esta guimera, mas ndo a dobradica isoladamente, pode
induzir a degradacdo de 1IkBa, a ativacdo de NF-kB e a
producdo de NO e IL-8 em duas linhas de células epiteliais
intestinais. O dominio D3 nédo conservado pode estar na
superficie do filamento flagelar e ©pode conter os
principais epitopos antigénicos. A atividade préd-
inflamatéria potentes da flagelina pode residir nas regides
dos D1 e D2 N e C altamente conservadas.

A flagelina pode induzir a atividade NF-kB através da
ligacdo ao recetor 5 semelhante a Toll (TLRS). A familia
TLR pode ser composta por, pelo menos, 10 membros e &
essencial na defesa imune inata contra agentes patogénicos.
O sistema imune inato pode reconhecer padrdes moleculares
associados a agentes patogénicos (PAMPs) que sédo
conservados em agentes patogénicos microbianos. O TLR pode

reconhecer uma estrutura conservada que é particular para a



15

flagelina bacteriana. A estrutura conservada pode ser
composta por um grande grupo de residuos, que sdo, de algum
modo, permissivos a variacdo no contetdo em aminoédcidos.
Smith et al., Nat Immunol. 4:1247-53 (2003) identificaram
13 aminodcidos conservados na flagelina que sdo parte da
estrutura conservada reconhecida prelo TLR5. Os 13
aminoadcidos conservados da flagelina gque podem ser
importantes para a atividade do TLR5 s&o apresentados na
Fig. 11.

A flagelina pode pertencer a uma espécie de Salmonela, um
exemplo representativo do que pode ser a S. dublin
(codificado pelo Numero de Adesdo GenBank M84972) (SEQ ID
N°: 1). O polipéptido relacionado com a flagelina pode ser
um fragmento, variante, anédlogo, homdélogo, ou derivado da
SEQ ID N°: 1, ou uma sua combinacdo, que se liga ao TLR5 e
induz a atividade mediada pelo TLR5, tal como a atividade
das NF-kB. Um fragmento, variante, anédlogo, homdélogo ou
derivado da flagelina pode ser obtido através de um desenho
com base racional, Dbaseado na estrutura do dominio da
Flagelina e na estrutura conservada reconhecida pelo TLRb5.
A flagelina pode compreender, pelo menos, 10, 11, 12, ou 13
dos 13 aminodcidos conservados apresentados na Fig. 11
(posicdes 89, 90, 91, 95, 98, 101, 115, 422, 423, 426, 431,
436 e 452). A flagelina pode ser pelo menos 30-99% idéntica
aos aminoéacidos 1 174 e 418 505 da SEQ ID N°: 1. A Fig. 26
lista a percentagem de identidade das terminacdes amino- e
carboxilo- da flagelina com a atividade estimuladora do
TLR5 conhecida, guando comparada com a SEQ ID N°: 1.

A flagelina pode ser um polipéptido de flagelina de
qualquer espécie de bactéria Gram-positiva ou Gram-negativa
incluindo, mas ndo se limitando a, ©polipéptidos de
flagelina divulgados na Pub. Pat. U.S. 2003/000044429,
cujos conteldos s&do incorporados neste documento, e o0s
péptidos de flagelina correspondentes aos numeros de adesédo

listados nos resultados BLAST apresentados na Fig. 25 da
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Pub. da Pat. U.S. 2003/000044429, ou suas varlantes.
A flagelina pode estimular a atividade do TLR5. Foram
feitos varios mutantes delecionais da flagelina gque mantém
pelo menos alguma atividade estimulante do TLR5. A
flagelina pode ser um mutante delecional divulgado nos
exemplos aqui inclusos e pode compreender uma sequéncia
traduzida com o Numero de Adesdo GenBank, D 13689,
carecendo dos aminodcidos 185-306 ou 444-492, ou com O
Numero de Adesdo GenBank M84973 carecendo dos aminoacidos
179-415, ou uma sua variante.

A flagelina pode compreender insercdes do transposido e
alteracdes ao dominio D3 wvaridvel. O dominio D3 pode ser
substituido em parte, ou na totalidade, com uma dobradica
ou um polipéptido ligante que permite que os dominios D1 e
D2 dobrem corretamente, de modo que a variante estimule a
atividade do TLR5. Os elementos da variante dobradica podem
ser encontrados na proteina MukB de E. coli e podem ter uma
sequéncia conforme estabelecida nas SEQ ID N°s: 3 e 4, ou
uma sua variante.

Outros agentes podem ser wutilizados ©para alvejar os
recetores TLRS. Estes agentes podem ser agonistas
do TLRS e estimular a atividade do TLRS. O agonista pode

ser um anticorpo anti-TLR5 ou outra molécula peguena.

b. Lesdes

Os efeitos da reperfusdo podem ser causados por uma lesédo
no componente corporal. As lesdes podem ser devidas a
isquemia, hipdxia, enfarte, ou uma embolia. O tratamento
das lesdes pode levar a reperfusdo e danos adicionais ao

componente corporal.

(1) Isquemia
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A isquemia pode ser uma escassez absoluta ou relativa do
fornecimento de sangue a um componente corporal. A
escassez relativa pode ser uma incompatibilidade, no
entanto, pequena do sangue fornecido (distribuicdo do
oxigénio) a um componente corporal vs. O sangue necessario
para um componente corporal fazer a oxigenacdo adequada. A
isquémia também pode ser um fluxo inadequado de sangue a
uma parte do corpo devido a uma constricdo ou obstrucdo dos
vasos sanguineos que o fornecem e pode afetar qualquer
componente corporal no corpo. Um fornecimento de sangue
insuficiente faz com que os componentes do organismo se
tornem hipdbéxicos, ou, se ndo for fornecido oxigénio de
todo, andéxicos. Isto pode causar necrose. 0s mecanismos de
isquemia podem variar muito. Por exemplo, a isquemia para
qualguer componente corporal pode ser devida a taquicardia
(batimento anormalmente rapido do coracdo), aterosclerose
(placa carregada de lipidos ©obstruindo o lumen das
artérias), hipotensdo (pressdo arterial Dbaixa no choque
sético, insuficiéncia cardiaca), tromboembolismo (codgulos
sanguineos), compressdo exterior de wvasos sanguineos
(tumor), embolias (corpos estranhos na circulacdo, p.ex.,
embolia do fluido amnidético), anemia falciforme
(hemoglobina anormalmente formada) enfartes, forcas g
induzidas que restringem o fluxo de sangue e forcam o
sangue para as extremidades do corpo, frio extremo
localizado devido a ulceracodes, gelo, terapia de
compressdo por frio inadequada, e qualquer outra forca que
restringe o fluxo sanguineo para as extremidades, como um
torniquete. A forca para restringir o fluxo sanguineo as
extremidades pode ser necessaria devido a laceracodes
graves, 1incisdes, perfuracdes, tais como um esfagqueamento,
lesdes por esmagamento devido a trauma causado por uma
forca brusca, e trauma balistico causado por arma ou
ferimentos causados por estilhacos. A isguémia pode ser uma

caracteristica das doencas do coracédo, colite isquémica,
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ataques de isquémia transitdrios, acidentes vasculares
cerebrais, lesdo renal aguda, ruptura de malformacdes

arteriovenosas e doenca oclusiva arterial periférica.

(2) Hipéxia

A hipdbdéxia pode ser a privacdo do fornecimento adequado de
oxigénio. A hipdéxia pode ser uma condicdo patoldgica em
que o corpo como um todo (hipdéxia generalizada) ou uma
regido do COorpo (hipdxia tecidular) ¢ privado do
fornecimento adequado de oxigénio. Uma variacdo dos niveis
de oxigénio arterial no pode ser devida a uma
incompatibilidade entre o fornecimento e a necessidade de
oxigénio dos componentes do corpo. A completa privacdo do
fornecimento em oxigénio é a andéxia. A hipdxia pode ser
hipdéxia hipoxémica, hipdxia anémica, hipdxia hipoxémica,
hipdxia histotéxica, hipdxia histotdxica e hipdxia
isquémica.

A hipdéxia hipoxémica pode ser um fornecimento inadequado de
oxigénio ao corpo como um todo, causada pela baixa presséo
parcial do oxigénio no sangue arterial. A  hipdxia
hipoxémica pode ser devida a baixa pressdo parcial do
oxigénio atmosférico, tal como em altitudes elevadas,
substituicdo do oxigénio na mistura de respiracdo da
atmosfera modificada como um esgoto, substituicdo de
oxigénio intencionalmente, como no uso recreativo de déxido
nitroso, uma diminuic¢do na saturacdo por oxigénio do sangue
devida a apnéia do sono, ou hipopnéias, ventilacdo pulmonar
inadequada, tal como a doenca pulmonar obstrutiva crdnica
ou paragem respiratdria, "shunts" anatdmicos ou mecénicos
na circulacdo pulmonar ou um shunt da direita para a
esquerda no coracdo e no pulmdo. Os shunts podem causar o
colapso dos alvéolos que ainda sdo perfundidos ou um bloco

na ventilacdo para uma area do pulmdo. Os shunts podem
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apresentar sangue destinado ao sistema pulmonar para néo
ser ventilado e evitar trocas gasosas devido aos vasos
Thebesia vazios no ventriculo esquerdo e a circulacéo
brénquica, que alimenta os brdnguios com o oxigénio.

A hipdxia anémica pode ser o teor total em oxigénio que é
reduzido, mas a pressdo arterial de oxigénio é normal. A
hipdéxia hipoxémica pode ser quando © sangue nao consegue
fornecer oxigénio aos componentes alvo do corpo. A hipdxia
hipoxémica pode ser causada por intoxicacdo com mondxido de
carbono que inibe a capacidade da hemoglobina para libertar
o oxigénio ligado a ela, ou meta-hemoglobinemia, uma
hemoglobina anormal que se acumula no sangue.
A hipbxia histotdxica pode ser devida a incapacidade de
efetivamente usar oxigénio devido a enzimas deficientes de

fosforilacdo oxidativa.

(3) Enfarte

O enfarte é um tipo de condicdo patoldgica que pode causar
isquemia. O enfarte pode ser uma &area macroscdpica do
tecido necrdético que causou a perda de um fornecimento
sanguineo adequado devido a uma oclusdo. O enfarte pode ser
um enfarte Dbranco composto por plaquetas e provocar a
necrose em tecidos de 6rgdos tais como o coracdo, baco e
rins. O enfarte pode ser um enfarte vermelho composto por
glébulos wvermelhos e cadeias de fibrina em tecidos de
6brgdos do pulmdo. A doenca associada ao enfarte pode
incluir o enfarte do miocédrdio, embolia pulmonar, acidente
vascular cerebral (AVC), insuficiéncia renal aguda, doenca
oclusiva arterial ©periférica (por exemplo, gangrena),
sindrome do anticorpo anti-fosfolipidico, sepsis, artrite

das células gigantes, hérnia e vélvulo.

(4) Embolia
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A embolia é um tipo de condicdo patoldgica que pode causar
isquémia. A embolia pode ser um objeto que migra de uma
parte do corpo e causa uma oclusdo ou bloqueio de um vaso
sanguineo noutra parte do corpo. Uma embolia pode ser
tromboembolia, embolia gorda, embolia gasosa, embolia
sética, embolia tecidular, embolia devida a um corpo
estranho, embolia do liquido amnidtico. A tromboembolia
pode ser um codgulo sanguineo que estd totalmente ou
parcialmente isolado do local da trombose. A embolia gorda
pode ser tecido adiposo enddbdgeno gue escapa para a
circulacdo sanguinea. A fratura dos ossos é um exemplo de
um vazamento de tecido gordo para os vasos e artérias
lesionados. A embolia gasosa pode ser uma rutura dos
alvéolos e o ar inalado wvai para dentro dos vasos
sanguineos. A puncdo da veia subcléavia ou terapia
intravenosa sdo exemplos de fuga de ar para oS Vvasos
sanguineos. Uma embolia gasosa pode ser provocada por gases
como © azoto e o hélio por serem insollveis e formarem

pequenas bolhas no sangue.

c. Componente Corporal

A presente invencéo refere-se ao tratamento de um
componente do corpo de um mamifero. O componente do corpo
pode ser um érgdo, um tecido ou uma célula. O componente do
corpo pode ser proveniente de um abddémen, acetébulo, tecido
adiposo, <cbébrtex adrenal, na glandula adrenal, medula
adrenal, macrdéfago alveolar, amnio, aorta, artéria, ascite,
liquido ascitico, génglio linfatico axilar, bexiga, sangue,
0ssos, medula éssea, intestino, cérebro, mama, brdnquio,
cartilagem, tronco caudal, cerebelo, colo do Utero,
vilosidade coridénica, c¢cbdlon, membrana conjuntiva, tecido
conjuntivo, codérnea, derme, gédnglio da raiz dorsal, duodeno,

displasia da mucosa da lingua, ovo, embrido, sistema
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enddédcrino, endométrio, endotélio, epiderme, epitélio,
eritropoiético, olho, fibroblasto, Dbarbatana, feto, pé,
preplicio, génglio de Gasser, estroma gengival, gobdnada,
ganglio linfatico inguinal, coracéao, umero, ileo,
intestino, ileocecal, 1ileo, ilhéus de Langerhans, rim,
larvas, larvar, laringe, figado, pulméo, pulméao
(bronquicalveolar), linfa, génglios 1linfaticos, tecido
linfédtico, 1linfdéide, oOrgdos linfdides, maméria, génglios
alveolares mamérios, glandula maméria, mesonefros,
mesotélio, ecdise ninfal, Dboca, muasculo, nasal, septo
nasal, sistema nervoso, neural, Jjuncdo gastro-esofégica,
esdfago, oral, ovarica, mesénquima do palato, pancreas,
ovario papilar, pénis, sangue periférico, peritoneu,
faringe, hipdfise, ©placenta, derrame pleural, liquido
pleural, préstata, ovario pupal, reto, retina, ganglio
linfatico axial direito, ducto salivar, glandula salivar,
misculo esquelético, pele, intestino delgado, intestino
delgado, tecidos moles, baco, esterno, estdbmago, cauda,
testiculo, testiculos, coxa, timo, tirdide, glandula
tirdide, lingua, amigdalas, traqueia, tronco, corneto,
corddo umbilical, umbigo, utero, vagina, visceras, vulva,
trato gastrointestinal, pulmdes, rins, figado, sistema
cardiovascular, endotélio dos vasos sanguineos, sistema
nervoso central e periférico, muasculo, osso, foliculos

capilares e saco vitelino.

3. Composigédo

A presente invencdo também se refere a uma composicédo
compreendendo uma gquantidade terapeuticamente eficaz de
flagelina. A composicéao pode ser uma composicéao
farmacéutica, que pode ser produzida através de métodos bem
conhecidos na arte. A composicédo pode também compreender um

co-agente. Como descrito acima, a composicdo pode ser
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administrada a um mamifero para tratar os efeitos da

reperfuséo.

a. Administracéao

A administracdo de composicgcdes utilizando o método aqui
descrito pode ser por via oral, parentérica, sublingual,
transdérmica, retal, transmucosal, topica, inalatéria,
administracdo bucal, ou suas combinacdes. A administracéao
parentérica inclui, mas n&do estd limitada a, intravenosa,
intra-arterial, intraperitoneal, subcuténea, intramuscular,
intratecal e intra-articular. Para uso veterinario, a
composicdo pode ser administrada como uma formulacédo
adequada aceitéavel, de acordo com a préatica veterinéria
normal. O veterinadrio pode facilmente determinar a
posologia e a via de administracdo, que € mais apropriada
para um determinado animal. As composicbes podem ser
administradas a um paciente humano, gato, cdo, animal de
grande porte, ou uma ave.

A  composicdo pode ser administrada simultaneamente ou
metronomicamente com outros tratamentos. O termo
"simulténeo" ou "simultaneamente" como usado aqui,
significa gque a composicdo e outro tratamento pode ser
administrado com um intervalo de 48 horas, de preferéncia,
24 horas, mais preferencialmente 12 horas, ainda mais
preferencialmente 6 horas, do modo mais preferido, 3 horas
ou menos, entre si. O termo "metronomicamente" como usado
aqui significa a administracdo da composicdo em instantes
diferentes do outro tratamento e a uma certa freguéncia
relativa a administracdo repetida.

A  composicdo pode ser administrada em qualgquer ponto
anterior a reperfusdo, incluindo cerca de 120 hr, 118 hr,
116 hr, 114 hr, 112 hr, 110 hr, 108 hr, 106 hr, 104 hr, 102
hr, 100 hr, 98 hr, 96 hr, 94 hr, 92 hr, 90 hr, 88 hr, 86
hr, 84 hr, 82 hr, 80 hr, 78 hr, 76 hr, 74 hr, 72 hr, 70 hr,
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68 hr, 66 hr, 64 hr, 62 hr, 60 hr, 58 hr, 56 hr, 54 hr, 52
hr, 50hr, 48 hr, 46 hr, 44 hr, 42 hr, 40 hr, 38 hr, 36 hr,
34 hr, 32 hr, 30 hr, 28 hr, 26 hr, 24 hr, 22 hr, 20 hr, 18
hr, 16 hr, 14 hr, 12 hr, 10 hr, 8 hr, 6 hr, 4 hr, 3 hr, 2
hr, 1 hr, 55 mins., 50 mins., 45 mins., 40 mins., 35 mins.,
30 mins., 25 mins., 20 mins., 15 mins, 10 mins, 9 mins, 8
mins, 7 mins., 6 mins., 5 mins., 4 mins., 3 mins, 2 mins, e
1 min. antes da reperfuséio. A composicdo pode ser
administrada em qualguer ponto anterior a lesdo, incluindo
cerca de 120 hr, 118 hr, 116 hr, 114 hr, 112 hr, 110 hr,
108 hr, 106 hr, 104 hr, 102 hr, 100 hr, 98 hr, 96 hr, 94
hr, 92 hr, 90 hr, 88 hr, 86 hr, 84 hr, 82 hr, 80 hr, 78 hr,
76 hr, 74 hr, 72 hr, 70 hr, 68 hr, 66 hr, 64 hr, 62 hr, 60
hr, 58 hr, 56 hr, 54 hr, 52 hr, 50hr, 48 hr, 46 hr, 44 hr,
42 hr, 40 hr, 38 hr, 36 hr, 34 hr, 32 hr, 30 hr, 28 hr, 26
hr, 24 hr, 22 hr, 20 hr, 18 hr, 16 hr, 14 hr, 12 hr, 10 hr,
8 hr, 6 hr, 4 hr, 3 hr, 2 hr, 1 hr, 55 mins., 50 mins., 45
mins., 40 mins., 35 mins., 30 mins., 25 mins., 20 mins., 15
mins, 10 mins, 9 mins, 8 mins, 7 mins., 6 mins., 5 mins., 4
mins., 3 mins, 2 mins, e 1 min. antes da leséo.

A composicdo pode ser administrada em qualguer ponto apds a
reperfusdo, incluindo cerca de 1 min, 2 mins., 3 mins., 4
mins., 5 mins., 6 mins., 7 mins., 8 mins., 9 mins., 10
mins., 15 mins., 20 mins., 25 mins., 30 mins., 35 mins., 40
mins., 45 mins., 50 mins., 55 mins., 1 hr, 2 hr, 3 hr, 4
hr, 6 hr, 8 hr, 10 hr, 12 hr, 14 hr, 16 hr, 18 hr, 20 hr,
22 hr, 24 hr, 26 hr, 28 hr, 30 hr, 32 hr, 34 hr, 36 hr, 38
hr, 40 hr, 42 hr, 44 hr, 46 hr, 48 hr, 50 hr, 52 hr, 54 hr,
56 hr, 58 hr, 60 hr, 62 hr, 64 hr, 66 hr, 68 hr, 70 hr, 72
hr, 74 hr, 76 hr, 78 hr, 80 hr, 82 hr, 84 hr, 86 hr, 88 hr,
90 hr, 92 hr, 94 hr, 96 hr, 98 hr, 100 hr, 102 hr, 104 hr,
106 hr, 108 hr, 110 hr, 112 hr, 114 hr, 116 hr, 118 hr, e

120 hr apds a reperfusdo.

b. Formulacéao
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0O método pode compreender a administracdo de uma composicédo
para tratar os efeitos da reperfusdo. As composicdes aqui
fornecidas podem estar na forma de comprimidos ou pastilhas
formulados de forma convencional. Por exemplo, 0s
comprimidos e as céapsulas para administracdo por via oral
podem conter excipientes convencionais incluindo, mas néo
se limitando a, agentes aglomerantes, de preenchimento,
lubrificantes, desintegrantes e humectantes. 0s agentes
aglomerantes incluem, mas ndo estdo limitados a, xarope,
acacia, gelatina, sorbitol, goma adragante, mucilagem de
amido, polivinilpirrolidona. Os agentes de preenchimento
incluem, mas ndo estdo limitados a, lactose, acucar,
celulose microcristalina,amido de milho, fosfato de célcio
e sorbitol. 0Os lubrificantes incluem, mas nédo estédo
limitados a, estearato de magnésio, acido estearico, talco,
polietilenoglicol e silica. Os desintegrantes incluem, mas
ndo estdo limitados a, fécula de batata e sbédioglicolato de
amido. 0Os agentes humectantes incluem, mas nédo estédo
limitados a, laurilssulfato de sdédio. Os comprimidos podem
ser revestidos de acordo com métodos bem conhecidos na
arte.

As composicdes aqui fornecidas podem também ser formulacdes
liquidas, incluindo, mas nédo se limitando a, suspensdes
aquosas ou oleosas, solucbes, emulsdes, xaropes e elixires.
As composicdes também podem ser formuladas como um produto
seco para a constituicdo com a &gua ou outro veiculo
adequado antes da utilizacdo. Tais preparacdes liquidas
podem conter aditivos, incluindo, mas né&do se limitando a,
agentes de suspensdo, agentes emulsionantes, veiculos né&o
aquosos e conservantes. O agente de suspensdo inclui, mas
ndo estd limitado a, xarope de sorbitol, metil-celulose,
xarope de glicose/acucar, gelatina, hidroxietilcelulose,
carboximetilcelulose, gel de estearato de aluminio e

gorduras hidrogenadas comestiveis. Os agentes emulsionantes
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incluem, mas ndo estdo limitados a, lecitina, mono-oleato
de sorbitano e acacia. Os veiculos ndo aquosos incluem, mas
ndo estdo limitados a, O6leos comestiveis, dleo de améndoa,
6leo de coco fracionado, ésteres oleosos, propileno glicol
e 4alcool etilico. Os conservantes incluem, mas ndo estdo
limitados a p-hidroxibenzoato de metilo ou propilo e &cido
sérbico.

As composicdes aqui fornecidas também podem ser formuladas
como supositdérios, que podem conter bases supositdrias
incluindo, mas ndo se limitando a, manteiga de cacau ou
glicéridos. As composicdes aqui fornecidas podem também ser
formuladas para a inalacdo, gque podem estar sob a forma de,
incluindo mas ndo se limitando a, uma solucdo, suspensdo ou
emulsdo que pode ser administrada como um pd seco ou Sob a
forma de aerossol wutilizando um propulsor, tal como o
diclorodifluorometano ou o tricloromonofluorometano. As
composicdes aqui fornecidas podem também ser formuladas
como formulacdes transdérmicas compreendendo veiculos
aquosos ou ndo aquosos, incluindo, mas ndo se limitando a,
cremes, pomadas, locoes, pastas, gesso terapéutico,
adesivo, ou membrana.

As composicdes aqui fornecidas podem também ser formuladas
para a administracdo parentérica, incluindo, mas ndo se
limitando, por injec¢do ou infusdo continua. As formulacdes
para injecdo podem ser na forma de suspensdes, solucgcdes ou
emulsdes em veiculos o0leosos ou aquosos e podem conter
agentes de formulacdo, incluindo, mas ndo se limitando a,
agentes de suspensédo, estabilizacdo e agentes dispersantes.
A composicdo também pode ser fornecida na forma de pd para
reconstituicdo com um veiculo adequado, incluindo, mas né&o
se limitando a, é&gua estéril, isenta de pirdgenos.
As composicdes fornecidas neste documento também podem ser
formuladas como uma preparacdo do depdsito, que pode gser
administrada por implante ou por injecdo intramuscular. As

composicdes podem ser formuladas com materiais poliméricos
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ou hidréfobos adequados (como uma emulsdo num &leo
aceitédvel, por exemplo), resinas permutadoras de ides, ou
como derivados parcialmente soluveis (como um sal

moderadamente soltvel, por exemplo).

d. Dosagem

0 método pode compreender a administracdo de uma quantidade
terapeuticamente eficaz da composicdo para um paciente em
necessidade da mesma. A quantidade terapeuticamente eficaz
necessaria para uso na terapia varia de acordo com a
natureza da condicdo a ser tratada, o tempo desejado para
aumentar as células-tronco hematopoéticas na corrente
sanguinea e a idade/condicdo do paciente. No entanto, em
geral, as doses empregues para o0 tratamento de humanos
adultos tipicamente estdo na faixa de 0,001 mg/kg até cerca
de 200 mg/kg por dia. A dose pode ser de cerca de 1 ng/kg
até cerca de 100 npg/kg por dia. A dose desejada pode ser
convenientemente administrada numa dose Unica, ou como
varias doses administradas em intervalos adequados, por
exemplo, como dois, trés, quatro ou mais sub-doses por dia.
Miltiplas doses podem ser desejadas ou necessarias.
A dose pode ser qualgquer dose incluindo, mas nédo se
limitando a cerca de 0,1 ng/kg, 0,2 ug/kg, 0,3 ug/kg, 0,4
ng/kg, 0,5 wng/kg, 0,6 nug/kg, 0,7 ng/kg, 0,8 ng/kg, 0,9
ng/kg, 1 ng/kg, 25 ng/kg, 50 npg/kg, 75 pg/kg, 100 ng/kg,
125 ng/kg, 150 wpg/kg, 175 ug/kg, 200 pg/kg, 225 pg/kg, 250
ng/kg, 275 ung/kg, 300 nug/kg, 325 ug/kg, 350 npg/kg, 375
ng/kg, 400 ng/kg, 425 nug/kg, 450 nug/kg, 475 nug/kg, 500
ng/kg, 525 pg/kg, 550 nug/kg, 575 upg/kg, 600 npg/kg, 625
ng/kg, 650 ng/kg, 675 ug/kg, 700 ng/kg, 725 ng/kg, 750
ng/kg, 775 nug/kg, 800 wng/kg, 825 ug/kg, 850 upg/kg, 875
ng/kg, 900 ng/kg, 925 npg/kg, 950 npg/kg, 975 upg/kg ou 1
mg/kg.
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4. Co-agente

A flagelina ou a composicdo pode ser co-administrada com um
co—-agente. O co-agente pode ser qualquer composto que
retarda ou impede os efeitos da reperfusdo. O co-agente
pode ser um antioxidante. Os antioxidantes podem ser
capazes de diminuir e prevenir a oxidacdo de outras
moléculas, células, tecidos ou dérgdos. O antioxidante pode
ser a vitamina E, A4cido ascérbico, glutationo, &cido
lipbico, é&cido Urico, carotenos tais como o [-caroteno e
retinol, vitamina E e coenzima 0O, tidis, tais como
cisteina, cisteamina, glutationo e bilirrubina, amifostina
e flavondides.

O co-agente pode ser um inibidor do antiporte sdédio-
hidrogénio. A lesdo e a reperfusdo podem resultar numa em
acidose intracelular acentuada. Um inibidor do antiporte de
sédio-hidrogénio pode ser usado para reduzir a extrusdo de
protdes e evitar aumentos do Ca®’’. Um inibidor de sédio-
hidrogénio pode ser cariporida.

O co-agente pode ser insulina. A insulina pode ser usada
para estimular a atividade PDH e evitar a inibicdo da
actividade PDH apds a reperfuséo.

O co-agente pode ser adenosina. A adenosina pode ser usada

para abrir canais de KATP mitocondrial.

5. Tratamento de Combinacgédo

0O método pode ser utilizado em combinacdo com outros
métodos para tratar a leséo. Os outros métodos podem ser
0s tratamentos do enfarte do miocdrdio (ataque cardiaco),
embolia pulmonar, acidente vascular cerebral (AVC), doenca
arterial ©periférica oclusiva (por exemplo, gangrena),
sindrome do anticorpo anti-fosfolipidico, sepsis, artrite

de células gigantes, hérnia, vélvulo, cancros do tumor



28

s6lido, doenca de descompressdo, anemia falciforme, puncéo
da veia subclévia, fraturas Osseas, doenca de altitude
elevada, o uso recreativo de ¢6xido nitroso, apneia do sono,
hipopneias, shunts, anemia, envenenamento por mondxido de
carbono, meta-hemoglobinemia, tromboembolia, embolia gorda,
embolia gasosa, embolia sética, embolia do tecido, embolia
por presenca de corpo estranho, embolia do liguido
amnidtico, forcas g induzidas e pressdo externa para evitar
o fluxo de sangue devido a cortes graves, castracdo, ou
mutilacdo. O método também pode ser usado em combinacdo com
métodos de tratamento das lesbdes por reperfusdo como a
administracdo de doses baixas de sulfato de hidrogénio
(H;S), glisodeno, ou glialina de trigo, ou executando a
hipotermia terapéutica ou pincamento adrtico.

A presente invencdo tem maltiplos aspetos, ilustrados pelos

seguintes exemplos ndo-limitantes.

Exemplo: 1

Protegdo da flagelina dependente da dose sobre a funcgéo

renal [a flagelina pode ser um agonista do TLR5]

Para determinadas doses, a flagelina ndo afeta a funcéo
renal. Este efeito foi demonstrado através da medicdo dos
niveis de creatinina no soro de ratos apds a administracdo
sistémica de diferentes doses de flagelina. 0Os ratos
C57BL/6 foram injetados quer com 0,01 ng, 0,5 upg, 1,0 ng,
ou 5,0 pg de flagelina e os niveis de creatinina sérica
(mg/dL) foram monitorizados diariamente, como apresentado
na Figura 1. A administracdo de 5 pg de flagelina resultou
em concentracdes no soro aumentadas que foram evidentes em
24 horas apdés a administracdo. Depois de 24 Thoras
adicionais (48 horas no total), os nivels de creatinina

atingiram um pico e, em seguida, diminuiram novamente para
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os niveis de base 72 horas apds a administracdo e, em
seguida, comecaram a aumentar lentamente para niveis baixos
novamente (Figura 1). Ao contrédrio, a administracdo de 1 nug
de flagelina também induziu um aumento nos niveis de
creatinina do soro, mas esta s fol detetada como um unico
pico apds 48 horas e em seguida, caiu para os niveis de
base 72 horas apds a administracdo. A administracdo de 0,5
ng e 0,1 pg ndo induziu quaisquer aumentos mensuraveis nos
niveis de creatinina sérica durante todo o periodo do

estudo.

Exemplo 2

Efeito da flagelina dependente da dose sobre a fung¢do renal

Para determinadas doses, a flagelina ¢é capaz de proteger o
tecido renal de um mamifero dos efeitos de isquemia renal
aguda. Este efeito foi demonstrado por administracdo da
flagelina a ratos antes da imposicdo da isquemia renal e
medicdo da taxa de sobrevivéncia seguindo-se a reperfusédo
dos rins isquémicos. Especificamente, 30 minutos antes de
serem submetidos a 45 minutos de oclusdo do pediculo renal
bilateral, grupos de ratos C57BL/6 foram administrados com
varias doses de flagelina (0,01 nug, 0,5 pg, 1,0 pg ou 5,0 g
por [mu]corpo) em 400 pL de PBS ou PBRS isoladamente (400
pnL) através da administracdo intravenosa. A sobrevivéncia
dos ratos, os nivels de creatinina no soro e os dados de

histopatologia foram entdo recolhidos.

a. Sobrevivéncia

A oclusdo do pediculo renal bilateral foi realizada em

ratos como anteriormente detalhado (REFERENCIAS). Os ratos

foram administrados com 20U (unidades/mL) de heparina



30

sédica por via da administracdo intraperitoneal 20 minutos
antes da cirurgia. Os ratos foram anestesiados com
fenobarbital e mantidos quentes sob uma lampada de 60W até
a cirurgia. Em condicbes asséticas, a cavidade abdominal
foi aberta com uma incis&o na linha média e o pediculo
renal Dbilateral foi ocluido ndo-traumaticamente com uma
pinca microvascular (World Precision Instruments, Sarasota,
FL) e a lesdo foi temporariamente fechada com sutura de
seda 4-0. Os ratos foram colocados sobre um bloco térmico
sob uma lédmpada de 60 Watts e a ponta do sensor do
Termbdmetro de Monitorizacéado da Memdbria Certificada
Rastreavel (TM) (Fisher Scientific) foi colocada na cavidade
abdominal para garantir a manutencdo da temperatura a 32
°C, durante a imposicdo da isquemia renal. Os rins foram
submetidos a isquemia durante 45 minutos. Apds a remocdo da
pinca, a reperfusdo renal 1imediata e completa foi
confirmada visualmente e a cavidade peritoneal foi fechada.
Os ratos operados com placebo foram tratados de forma
idéntica exceto para o grampo bilateral do pediculo renal.

No grupo de controlo, que recebeu PBS sem flagelina, 80%
dos animais morreram no prazo de 5 dias apds a reperfusédo
dos rins isquémicos (ver Figura 2a). Todos os animais que
receberam 5 pg de flagelina antes da imposicdo da isquemia
renal morreram no prazo de 5 dias apds a reperfusdo. Ao
contrario, todos os animais que receberam quer 1 ou 0,5 ug
de flagelina antes da isquemia renal sobreviveram mais de
45 dias apds a reperfusdo. O efeito protetor da flagelina
na isquemia renal aguda foi também observado como sendo
dependente da dose nos animais que receberam 0,1 ou 0,01 ug

ndo foram protegidos contra a leséo.

b. Medig¢do da fung¢do renal

Os niveis de creatinina no soro também foram medidos para

determinar o efeito protetor da flagelina sobre a funcédo
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renal. Os ratos operados com placebo e os ratos submetidos
a lesdo renal bilateral IFR foram anestesiados com
isofluorano e sangrados pelo plexo pds-orbital usando um
tubo microcapilar revestido com heparina em intervalos de
24 horas. 0O soro foi armazenado a -80 °C, até a medicdo. Os
niveis de creatinina no soro foram medidos utilizando o Kit
de Creatinina (Sigma Diagnostics, Inc., St Louis, MO). O
efeito protetor da flagelina foi refletido pelos baixos
niveis de creatinina no soro determinados 24 horas apds a
reperfusdo em animais que receberam 1,25 ou 0,5 ug
flagelina 30 minutos antes da imposicdo da isquemia (ver
Figura 2b). 0Os animais que receberam doses Dbaixas néo
protetoras da flagelina (0,1 e 0,01 [mu] g) tinham niveis
mais elevados dos niveis de creatinina que cairam um pouco
abaixo dagqueles observados no grupo de controlo, que
recebeu PBS 30 minutos antes da oclusdo do pediculo

bilateral.

c. Estudos Histolégicos do Tecido Renal

0Os niveis elevados de creatinina no soro, uma indicacdo da
disfuncdo renal induzida ©pela imposicdo de 1lesdo de
isquemia-reperfusdo, foram suportados pela histopatologia
dos rins isquémicos, 24 horas apds a reperfusido (ver Figura
3). Para a imuno-histoquimica, os rins recuperados foram
reduzidos para metade, embebidos em composto OCT (Sakura
Finetek U.S.A., Torrence, CA), e imediatamente congelados
em azoto liguido. As secgdes coronais foram cortadas (7
mm), montadas em laminas, secas durante 1 hora e, em
seguida, fixadas em acetona durante 10 minutos. As laminas
foram imersas em PBS durante 10 min e em perdxido de
hidrogénio 3%/metanol durante 5 minutos a temperatura
ambiente para eliminar a atividade da peroxidase enddbgena.
A atividade da biotina endbégena foi blogqueada com o Sistema

de Bloqueio da Biotina (DAKO, Carpentaria, CA). Apds o
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tratamento com soro de ratazana normal (1:100), anti-rato
Gr-I mAb (RB6.8C5) diluido de 1:100 em PBS com albumina de
soro bovino 1% (BSA) para detetar os neutrdfilos, ou
diluicdes de 1:50 de CD4 mAb de ratazana anti-rato (GK1.b)
para detetar as células T CD4+ , as CD8a mAb de ratazana
anti-rato (53-6,7) para detetar as células T CD8+ ou
macré6fago mAb de ratazana anti-rato (F4/80) (SEROTEC,
Raleigh, NC) foi adicionado as secc¢des. As laminas do
controlo foram incubadas com IgG de ratazana. Apdés 1 h, as
laminas foram lavadas 3X com PBS e incubadas durante 20 min
com antisoro IgG de coelho biotinilado anti-ratazana (Sigma
Aldrich) diluido de 1:100 em PBS/ BSA 1%. Depois de 3
lavagens em PBS, as ldminas foram incubadas com
estreptavidina-peroxidase de rébano (DAKO) durante 20 min.
A solucédo DAB (3,3"'-diaminobenzidina) de substrato-
cromagénio (Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA) foi
aplicada as lé&minas durante 0,5-3 min. Apds a lavagem em
dH20, as 1léaminas foram contra-coradas com hematoxilina,
lavadas com dH20, cobertas com lamelas e observadas por
microscopia ética. As imagens foram capturadas usando Image
Pro Plus (Media Cybernetics, Silver Spring, MD).

Para corar o TLR5, 1 mg de mAb anti-TLR5 (ABR- Affinity
BioReagents, Inc., Golden, CO) foi aplicado as lédminas e
incubado durante 1 h a temperatura ambiente e depois de
lavar o anticorpo IgG anti-rato de cabra biotinilado
diluido de 1:100 durante 30 min a temperatura ambiente.
Depois de aplicar o DAB, as laminas foram lavadas com &agua
de torneira, mergulhadas durante 3 seg. em hematoxilina e,
em seguida, lavadas. As lédminas foram desidratadas com
concentracdes crescentes de etanol a 50% e, em seguida,
imersas em citrasolve duas vezes, durante 10 min. cada. As
ladminas foram lavadas com &agua de torneira, cobertas com
lamelas e observadas por microscopia btica.
O uso dos niveis séricos de creatinina como um indicador da

disfuncdo renal induzida por 1imposicdo de lesdes de
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isquemia-reperfusdo foi suportado pela histopatologia dos
rins isquémicos 24 horas apds a reperfusdo (ver Figura 3).
Os animais do grupo de controlo que receberam PBS 30 min
antes da 1imposicdo da isquemia renal tiveram necrose
tubular grave com formacdo de cépsula evidente 24 horas
apdés a reperfusdo. Consistente com a inducdo da disfuncéo
renal pela administracdo de 5 npg de flagelina, houve
evidéncia de patologia renal 30 min apds a administracdo de
5 ng de flagelina sem 1impor 1isquemia e esse aumento na
gravidade na sequéncia da imposicdo da isquemia renal e
reperfusdo com evidente hemorragia, trombose e formacdo de
cépsula. Ao contradrio, o0s animais que receberam 0,5 pg de
flagelina 30 min antes da imposicéo da isquemia
apresentaram niveis reduzidos da infiltracdo leucocitéria
24 horas apds a reperfusdo mas a arquitetura renal parecia
relativamente normal. A dose baixa ndo-protetora, 0,1 ng de
flagelina, ndo evitou a patologia renal induzida pela leséo
de isquemia/reperfusio. Quando os rins dos animais
sobreviventes foram examinados no dia 7 pds-reperfusdo, uma
diminuicdo marcada da necrose tubular e da infiltracéo
leucocitéria, bem como a auséncia de trombose e formacdo de
cdpsula foram observadas em animais gque receberam 0,5 nug de
flagelina antes da imposicdo da isquemia renal, (ver Figura

4).

d. Infiltragdo dos neutréfilos no Tecido Renal Danificado

Como a infiltracdo dos neutrdéfilos e sua ativacdo € um
grande contributo para a lesdo tecidular apds isquemia
renal - reperfusdo, rins isquémicos foram recuperados 9 e
24 horas apdés a reperfusdo, provenientes de animais
tratados com PBS sozinho ou com 0,5 pg flagelina antes da
imposicdo da isquemia e os niveis de infiltracéo

neutrofilica foram avaliados por coloracéo imuno-
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histoquimica das seccdes de tecido preparadas

para determinar diretamente o numero de neutrdfilos,
macrbdéfagos, células T CD4+ e células T CD8+ nos rins
isquémicos durante a reperfusdo, pedacos correspondentes a
um quarto dos rins retirados foram cortados e pesados. Os
rins foram incubados em meio de cultura RPMI 1640 com soOro
fetal bovino 2% durante 1 hr e, em seguida, foram enviados
através de um filtro de células com 70 mm usando um émbolo
de seringa. As células foram recolhidas e o0s eritrdédcitos
lisados usando o Tampdo de Lise ACK (GIBCO, Grand Island,
NY). Depois de 2 lavagens, as células viaveis foram
contadas usando exclusdo pelo azul de Tripano. As aliquotas
de células foram pré-incubadas com anticorpo anti-CD16/CD32
do recetor Fc (BD Pharmingen, San Diego, CA) durante 5 min.
para bloquear a ligacdo de anticorpo inespecificos e, em
seguida, as amostras foram incubadas com mAb anti-CD45
FITC-conjugado bem como o anticorpo PE- conjugado para
detetar macrbéfagos (F4/80) ou células T CD8+ (53-6,7) e
anticorpo APC-conjugado para detetar 0os neutréfilos
(RB6.8C5) ou células T CD4+ (GK1l.5) (todos os anticorpos da
BD Pharmingen) durante 30 min a 4 °C. As células foram
analisadas usando citometria de fluxo em duas cores num
FACSCalibur (BD BRiosciences, San Jose, CA). A dispersdo em
frente e os canais FL1 (CD45+) foram utilizados para reter
os leucdbdbcitos no tecido renal, seguindo-se a analise das
populacdes especificas de leucdcitos. Para cada amostra,
foram acumulados 200.000 eventos. Os dados foram analisados
utilizando software e programa CellQuest (BD Biosciences).
0Os numeros totais de cada populacdo de leucd)citos foram
calculados por: (o numero total de leucdcitos contados) x
(3 da populacdo de leucdcitos contabilizada em células
CD45+) /100. Os dados s&do reportados como o numero de cada
populacdo de leucécitos/g de tecido renal de controlo e

animais VR.
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Foram observados decréscimos marcados na infiltracdo dos
neutré6filos, 9 e 24 horas apds a reperfusdo gquando oS
animais receberam 0,5 npg de flagelina (ver figura 5a). A
quantificacdo direta da infiltracdo leucocitdria nos rins
isquémicos indicou que 0,5 npng de flagelina reduziu a
infiltracdo de neutréfilos quase para os niveis observados
nos animais do grupo de controlo operados com o placebo
(ver figura bb). Foram observados decréscimos no numero de
células T CD4 e CD8 e nos macrdéfagos em rins isquémicos, 24
horas apds a reperfusdo e administracdo de 0,5 ug de
flagelina, 30 minutos antes da isquemia reduzir o numero de

ambas as células T CD4 e CD8 ainda mais.

Exemplo 3

O Estado da Flagelina Diminui a Expressdo da Citocina Pré-

inflamatéria Durante a Reperfusdo dos Rins Isquémicos

Este exemplo demonstra o papel critico da flagelina
impedindo que as quimiocinas CXCL1/KC e CXCL2/KC orientem a
infiltracdo de leucdcitos nos tecidos renais isgquémicos.
Estudos anteriores indicaram que os niveis mais elevados de
neutréfilos quimiocatrativos CXCLL1/KC e CXCL2/KC em rins
isquémicos, ocorrem 9 horas apds a reperfusdo [REFERENCIA]
Para comecar a investigar os mecanismos subjacentes a
diminuicdo da infiltracdo de leucdcitos em rins isquémicos
quando os animais foram condicionados com flagelina 0,5 ug,
0os rins foram removidos 9 e 24 horas apds a reperfusido e os
niveis de mARN e proteina dos neutrdéfilos e macrdfagos
quimioatrativos foram determinados (Figura 6). Foram
cortados e recolhidos pedacos de um quarto dos rins e
congelados em azoto liguido. O ARN total foi extraido
utilizando RNeasyTM Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA) e a a

transcricdo reversa foi realizada usando o c¢cDNA Arquive Kit
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de Alta Capacidade (Applied Biosystems, Foster City, CA). A
PCR em tempo real foi realizada num Sistema de Detecédo de
Sequéncias Prism 7700 (Applied Biosystems, Foster City, CA)
com KC/CXCL1l teste, iniciadores MIP- 2/CXCL2 e MCP-1/CCL2 e
Mrpl32 wusado como controlo (Applied Biosystems, Foster
City, CA).

As amostras dos rins armazenadas em azoto liquido foram
dissolvidas em 500 mL de tampdo PBS com EDTA 0,01 M e um
cocktail inibidor de proteinase (fluoreto de
fenilmetilsulfonilo 10 mg/mL, aprotinina 2 mg/mL,
leupeptina 2 mg/mL, Pefabloc SC 100 mg/mL e quimostatina
100 mg/mL) e, em seguida, 1 mL de Triton X-100 1,5% em PBS
foi adicionado. Apds a incubacdo com agitacdo durante 1 h a
4 °C, as amostras foram centrifugadas, o sobrenadante foi
recolhido e a concentracéao total de proteina foi
determinada utilizando o Kit de Ensaio de Proteinas BCATM
(Pierce, Rockford, 1IL). As concentrac¢des KC/CXCL1l, MIP-
2/CXCL2 e MCP-1/CCL2 foram medidas por ELISA sandwich
usando os Kits Quantikine M (R&D Systems, Minneapolis, MN).
Para determinar a ativacdo dos neutrdfilos durante a
reperfuséo dos rins isquémicos, a concentracéao da
mieloperoxidase (MPO) foi medida utilizando o kit de teste
ELISA Mouse MPO (Cell Sciences, Canton, MA). 0Os resultados
sdo apresentados em termos da concentracdo de proteina de
teste por mg de proteina total no tecido * DP.

O pré-condicionamento com doses protetoras de flagelina
(1,25 ou 0,5 ng) resultou em redugdes significativas na
expresséao do mARN e em niveis de proteina dos
quimioatrativos de neutrdéfilos CXCL1 e CXCL2 em 9 horas
apds a reperfusdo. A expressdo do mARN do CCL2 ou de niveis
de proteina foram baixos em ambos 9 e 24 horas apds a
reperfusdo e ndo foram adicionalmente influenciados pelo
pré-condicionamento com flagelina. Além disso, os niveis de
mARN de proteinas de fase aguda IL-Ib e IL-6 mas ndo os de

TNFa foram também reduzidos em rins isquémicos 9 horas apds
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a reperfusdo, em animais pré-condicionados com flagelina

(Figura o6b).

Exemplo 4

Efeito Protetor da Flagelina Quando Administrado Durante a

Reperfusdo de Rins Isquémicos

Este exemplo demonstra que a flagelina fornece um efeito
protetor aos rins tratados por isquémia aguda quando
administrada apds o inicio da reperfusédo. Como descrito
acima, a oclusdo do pediculo renal bilateral foi realizada
em ratos e 0s niveis séricos de creatinina foram medidos
para determinar o efeito protetor da flagelina sobre a
funcdo renal apds o inicio da reperfusédo.

Especificamente, os grupos de ratos CbH7BL/6 que foram
submetidos a 45 minutos de oclusdo pedicular renal
bilateral e foram administrados com 0,5 npg de flagelina em
varios instantes apdés a remocdo das pincas renais (Ver
Figura 7). A administracdo da flagelina 30 minutos antes ou
30 minutos apds o desclampeamento resgatou a viabilidade de
todos os ratos submetidos a lesdes isquémicas. A
administracdo da flagelina passada 1 hora, bem como em
momentos posteriores, apds o 1inicio da reperfusdo néo
conseguiu evitar as lesdes em nenhum dos ratos. O efeito
protetor da administracdo da flagelina 30 minutos antes do
desclampeamento ou 30 minutos apds o desclampeamento foi
refletido pelos niveis Dbaixos de <creatinina sérica
monitorizados 24 horas apbdés a reperfusdo dos rins

isquémicos (Figura 7b).

Exemplo 5
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Efeito Protetor da Flagelina requer Sinalizagdo do TLR5 nas

Células do Parénquima Renal

Este exemplo demonstra a fonte alvo do efeito protetor do
tratamento com flagelina durante a reperfusdo do tecido.
Como discutido nos Exemplos 1-4, os estudos de reperfusédo

foram realizados em rins isquémicos.

As quimeras reconstituidas a partir da medula Ossea
induzidas por radiacdo foram geradas entre ratos C57BL/6 do
tipo selvagem e B6.MyD887/". As quimeras reconstituidas a
partir da medula 6ssea induzidas por radiacdo foram geradas
por operacdes de corte das pontas dos fémures e tibias de
ratos C57BL/6 do tipo selvagem e B6. MyD884_ e lavagem com
meio RPMI 1640 para recolher as células da medula éssea. Os
ratos recetores da medula déssea receberam primeiro uma
radiacdo de 1100 Rad g-irradiacdo e, em seguida, 3 horas
mais tarde receberam 20 X 10° células de medula éssea por
via intravenosa. Os recetores CD90.1 irradiados receberam a
medula 6ssea a partir de dadores CD90.1 congénitos ou vice-
versa. Os recetores reconstituidos receberam antibidticos
(sulfametoxazol 0,2 mg/mL e trimetoprime 0,4 mg/mL) na Aagua
para beber desde o dia 1 ao dia 7 como profilaxia. Os
recetores foram autorizados a recuperar durante 8 a 12
semanas e 0 quimerismo completo foi confirmado pela
coloracdo de células sanguineas periféricas com conjugado
FITC 90,2 e com conjugado PE 90,1.

A Figura 8 demonstra gque a administracdo de 0,5 npg de
flagelina dentro dos 30 minutos da reperfusdo dos rins
isquémicos dos ratos tipo selvagem C5H7BL/6 reconstituidos
com medula &6ssea do tipo selvagem diminuiu os niveis de
mARN de CXCL1 e CXCL2. Nos recetores MyD88'# reconstituidos
quer com MyD88_”' ou com medula &éssea do tipo selvagem,

pouco mARN de CXCL1 e CXCL2 foi induzido durante a
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reperfusdo dos rins isgquémicos e a administracdo de
flagelina durante a reperfusdo destes rins ndo diminuiu os
niveis de mARN destas gquimiocinas. Ao contréario, os
recetores do tipo selvagem de medula &ssea de dadores
MyD88'”’ expressaram niveis elevados de mARN de CXCL1 e
CXCL2 e estes niveis foram reduzidos pela administracédo de
flagelina durante a reperfusdo dos rins isquémicos. Isso
demonstra que o alvo da flagelina foi wuma célula renal
parenquimatosa em vez de um leucdcito.

Para investigar esta situacdo em maior detalhe, as seccdes
renais dos ratos do tipo selvagem C57BL/6 e BALB/c foram
marcadas com anticorpo anti-TLR5 (Figura 9a). As células
coradas positivamente foram principalmente as células da
vasculatura e a coloracdo ndo foi aparente em células
tubulares ou glomérulos renais. As secc¢des renais de ratos
Moth FEaten que tém um defeito genético na expressdo do TLR
5 ndo coraram com o anticorpo anti-TLR5. Os niveis de
expressdo do mARN do TLR5 foram baixos nos rins antes da
imposicdo da isquemia/reperfusdo renal mas aumentaram
rapidamente durante a reperfusdo dos rins isquémicos

(Figura 9b).

Exemplo 6

Efeito Protetor da Flagelina no Modelo de Isquemia dos

Membros Posteriores

Os potenciais efeitos protetores de CBLB502 num modelo de
isquemia do membro traseiro do rato foram investigados numa
simulacdo de lesbes isquémicas induzidas por um torniguete.
Estes estudos sdo provenientes de estudos indicando que a
CBLB502 administrada a ratos submetidos a oclusdo pedicular
renal bilateral atenuou a lesdo isquémica e disfuncéo

renal, incluindo a diminuicdo da producdo de neutrdfilos
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quimioatrativos na resposta a reperfusdo, diminuiu a
infiltracdo de neutrdfilos no rim isquémico e atenuou os
aumentos nos niveis de creatinina no soro e perda de
viabilidade. O ©protetor pode ser dado quer antes da
imposicdo da oclusdo pedicular renal, ou ainda mais
importante para o uso clinico, até 30 min. apds a
reperfusdo do rim isquémico.

As lesdes induzidas ©pelo torniquete foram modeladas
apertando uma banda larga de borracha no membro posterior
esquerdo dos ratos durante 2-4 horas. Apds o periodo
isquémico, a banda de borracha foi alargada e removida. Os
animais recuperaram da anestesia, mas apresentaram uma
incapacidade de utilizacdo do membro isquémico, o qual
arrastaram por periodos até 9 dias. A lesdo isquémica
também incluiu edema do membro que foi claramente visivel e
que foi quantificado por medicdes de peso humido-seco e
comparacdo com ©O membro posterior contralateral, néo-
isquémico e a inducdo de niveis elevados de citocinas pré-
inflamatérias incluindo neutrdfilos quimiocatrativos e uma
infiltracdo neutrofilica intensa no membro isquémico. Além
disso, a 1injecdo do corante azul de Evan indicou
quantidades considerédveis de vazamento vascular no membro
isquémico (dados ndo apresentados).

Estudando os efeitos protetores de CBLBR502, os ratos foram
novamente submetidos a uma lesdo induzida por torniquete,
apertando uma banda larga de borracha no membro posterior
esquerdo durante 3 horas. Apds o periodo isquémico, a banda
de borracha foi alargada e removida. Quinze minutos apds a
remocdo da banda de borracha e do inicio da reperfusido, 0,5
Bng da CBLB502 ou veiculo (PBS) foram administrados por via
intramuscular no membro esquerdo isquémico. Os ratos
administrados com CBLB502 tém uma recuperacdo mais rapida
do uso do membro e, ao dia 14 apds a reperfusdo, tinham uma
forca de preensdo mensuravel para o membro isquémico de

10GF. Ao contradrio, os ratos administrados apenas com PBS
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15 minutos apdbds a reperfusdo ndo atingiram essa forca até
ao dia 21. Os membros administrados com CBLB502 também né&o
tiveram quase nenhuma evidéncia de edema 25 horas apds a
reperfusdo como evidéncia de uma proporcdo de peso
humido/seco de 2,5 vs. 3,4 para o membro isquémico em ratos
administrados apenas com veiculo na reperfusédo (ver figura
14C). No que diz respeito ao vazamento vascular, os ratos
administrados com CBLB501 tiveram peso reticular do tecido
no membro de 7,4 pg em corante Azul de Evan, vs. 13,1 ug
para os ratos administrados com veiculo, P<0,001) (ver
figura 14D). Por ultimo, os membros tratados com CBLB502 na
reperfuséo, tiveram diminuicdes significativas nos
neutrdéfilos nos tecidos e nos macrdfagos quimiocatrativos
SCXCL2, CCL2 e mieloperoxidase (P<0,05 para cada ensaio)
[TEMOS VALORES QUANTIFICADOS?]. A marcacao com
hematoxilina/eosina foi realizada no misculo do membro
traseiro no dia 14 apds a reperfusdo, apds 3 horas da
isquemia em ratos tratados com CBLB502 (Figura 14A) ou
veiculo (Figura 14B).

A injecdo de CBLB502 dentro de 30 min de reperfusdo também
resultou na diminuicé&o da producédo de neutrdéfilos
quimioatrativos e da infiltracdo de neutrdéfilos no membro
isquémico, decréscimos visiveis no edema e recuperacio
acelerada (dia 4-6) da utilizacdo de membros isquémicos. O
exame histoldégico indicou também uma maior espessura do
feixe de fibras musculares em membros isquémicos dos
animais tratados com o protetor (dados ndo apresentados).
Estes resultados serdo objeto de investigacdo mais
aprofundada através da medicdo quantitativa de inflamacédo e
disfuncdo dos membros em animais submetidos a isquemia dos
membros posteriores com vs. sem administracdo do protetor
CBLB502. Esta irad incluir a quantificacdo de outras
citocinas pré-inflamatdrias, quantificacéo direta da

infiltracdo neutrofilica, quantificacdo da espessura do
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feixe de fibras musculares e apoptose das fibras musculares

e a magnitude e a duracdo do edema.

<110> Cleveland Biolabs, Inc.
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1.

REIVINDICACOES

Composicdo compreendendo flagelina caracterizada por
ser utilizada como um medicamento para o tratamento de

um tecido de mamifero dos efeitos da reperfuséo.

Composicédo compreendendo flagelina para Uuso COmo
medicamento de acordo com a reivindicacéo 1,
caracterizada pela reperfusdo poder ser causada por

uma lesédo.

Composicédo compreendendo flagelina para Uuso COmo
medicamento de acordo com a reivindicacédo 1,

caracterizada por a lesdo ser isquemia ou hipdxia.

Composicdo compreendendo flagelina para usSo Ccomo
medicamento de acordo com a reivindicacédo 3,
caracterizada por a isquémia poder ser selecionada a
partir do grupo gue consiste em taquicardia, enfarte,
falha renal aguda, acidente vascular cerebral,
hipotenséo, embolia, tromoboembolia (coagulo de
sangue), anemia falciforme, pressdo localizada nas

extremidades do corpo e tumores.

Composicdo compreendendo flagelina para usSo Ccomo
medicamento de acordo com a reivindicacéo 3,
caracterizada por a hipdxia poder ser selecionada a
partir do grupo que consiste em hipdxia hipoxémica
(envenenamento por mondéxido de carbono; apneia do
sono, doenca pulmonar obstrutiva crdnica, paragem
respiratéria; shunts), hipdxia anémica (contetido em 0

reduzido), hipdéxia hipoxémica e hipdxia histotdxica.

Composicédo compreendendo flagelina para Uuso COmoO
medicamento de acordo com a reivindicacéo 2,

caracterizada por a lesdo ser selecionada do grupo



consistindo em enfarte do miocédrdio, acidente wvascular

cerebral e lesdo renal aguda.

7. Composicdo compreendendo flagelina para usSo COmMoO
medicamento de acordo com a reivindicacéo 4,
caracterizada por a pressédo localizada ser devida a um

torniquete.

8. Composicdo compreendendo flagelina para uso Como
medicamento de acordo com a reivindicacédo 1,
caracterizada por a composicdo ser administrada antes

de, juntamente com, ou apds o influxo de oxigénio.

9. Composicdo compreendendo flagelina para usSO COmMO
medicamento de acordo com a reivindicacéo 1,
caracterizada por o tecido ser selecionado do grupo
que consiste em: trato gastrointestinal, pulmido, rim,
figado, sistema cardiovascular, endotélio dos wvasos
sanguineos, sistema nervoso central, sistema nervoso

periférico, musculo, osso e foliculo capilar.

10. Composicdo compreendendo flagelina para uso como
medicamento de acordo com a reivindicacéao 1,
caracterizada por a composicdo ser administrada em

combinacdo com um antioxidante.

11. Composicdo compreendendo flagelina para uso como
medicamento de acordo com a reivindicacéao 10,
caracterizado por o antioxidante ser selecionado do

grupo consistindo em amifostina e Vitamina E.

12. Composicdo compreendendo um agonista do receptor
semelhante a Toll 5 (TLRb5) caracterizada por ser
utilizada como um medicamento para o tratamento de um

tecido de mamifero dos efeitos da reperfuséo.

Lisboa, 4 de Junho de 2013.
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Figura 13

Mb

Sequéncia nucleotidica{99( bpk
ATGCGEEETTCTCATCATCATOATCA TCA TRGTATOGCTALCA TEAC TEG TEGACAGT AR
ATGGCTOGGGATCTGTACGACGATGACGA FAAGCATCUGATGECACRAGTCATIAATACA
ARACAGCLIGTICOL TSI TGACCCAGARTARCC TGAACARATC TEAGTCCTCAL TGAGITCS
OETAI TGAGCOICIGTRC T IGG T IGCO TATC AAL AGCOC GAAMRAL GATGLOGGLAGEE
CAGGCEATTOC IARCCSC TTCAC T IO TAA TATC AAAGECC TCACTCAGGC TTCCCGTAAL
GCTARACGRCGECATTTCTAT ICCGCRGACCAL TRARARG TECEE TRAATGARATU AL AL
AACC TG CAGEG I IO GICAG T IGIC TG TCAGGCCAC TAACOGRACTAACTCIGATTCS
GCATCTCARATCTATCCAGGATGARAT TCAGURACH TC TELAAGARATOGATCLCETITRY
ASTCAGAC TCAATTTAACGETOT TAAAGT CETC T TCAGE AL AACCAGATSAASATCCAG
GTTCGTGCTAACGA TR TGARAC CAT TACCATC A TC TUC AR SRR TTEA TR IGAARAGE
CTTGGEL T TEATGEST TL AR TG TAA T PO L COGRRAA T ICCGGTEE TERIGEIGGAATT
CTAGACTCCATSEETAC AT TARTCAATGARGACGC TCLCCCAGUCARGAAAAGTACLGCY
AR CCACTGRC T IEA AT TGAT T IOt AT T TCAAALGS TESALGCAGTICOITLITCIC IR
GGG AT TCARAACCG I TTIGAT TCAGCCAT TACCARCC TIGGAXTACGE TAACCART
CIGARC TCLGCEO G I AGCCGTAT CONAGA TGO TEAL TATCCAMCGOARGTTICTAATAIG
T TABAGCECAGAT TC TG AGLAGGCTEG TACT TCLC T TCTEGIGLABSC TAACAGETT
CCGCARMCGTCCICTCTTTACTGCSTTAG

Sequéncia proteica (329 AA)

MRGSERBHHROMASMTGEOOMGRD LY DDD KD PMAQVINTNSLSLLTONNLNKSOSSLSSATERLSS

SLATNSARDDAAGOA TANRE PON TRGLTOASRNANDGE S TAQTTEGALNE INNNLORVRELSVOATN

GINGDSDLESIQDE IQORLEE TBRVERQTOFNGVRYLEQDNOMRIQVGANDGETIT I DLOK T DVKSL

GLOGTHVHEPGISCGRGGILOSMETL INEDAAAAKK ATANPLAS T AL SKVIAVRS SLOGA T GNRFD

SAITNLGHNTVINLNSARSRIEDADYATEVENMERAQ T LOUAGTSVLAQANQVPONVLSLLR

AR

Sequéncia nucleotidica(825 bpk

AT CEGG G T I AN A TCATCA T A TCA TR TATGHC TAGC A THEACTGETGRACAGCAR
AIGEETCOGOATOTETACGALGA YGACHA TRAGGA TUCGA TREGCACAAGTCATTAA TACA
AACAGCL TETCEC TG T TGACCCAGARA TRACC TOANC ARATC TCAGTOUTCAL TEAGTICC
GULATIBAGCGICTGICC IC TGO T I GCO TATC RACAGUGC SARAGACGATEOGEORGEE
ARG GR T Te S ARG I T AL T T T AR T A TC AAAGREC TORCTCASGUITOCTGTARC
GO AR GACGEOA T TIC LA TRLOCAGAL AL TEAAGE TECBU TCAATGARATCARCARC
AACOTO A O TG IGCE TOAC T IO TC TR TOAGGCLAC TRACGGGACTARC T TORTTOL
GAICTGARATCTATCCACER TEARATICABCAACGTCIGOAAGARR TCGATCGRGTTICTY
AR TCAGRC TCAA T T TAA L GO TGT TAAAGTCCTC T TCAGGACAACCAGATAAMATCCAL
I GR I T AACEA TGO TCAARCCAT TACCATCCATC TGO AAAANATICATG TGAAAAGC
CITGEGCC I TRATGGE T TCAATET TAR TN CCOGEEAATY TOORGYGLTGE TG TRRARTT
CRAGARCTOCATGES TALAT TAATC AL T GAAGACGT POCCOCAGLCAAGARRAGTALCGCT
AACTCACTGEC T A AT T oA T I IO A T TG TCARARG TAGACSCACTICGIILTICINIG
GUGBCAR T TCAMALCOTITTEATICAGCCAT TACCAACCTTI IAL

Sequéncia proteica (274 AAX

MRGEHHAHNHEGMASMTGEQOMGRDL Y DDDDKDFMAGV INTHS LELLTORNLNK SOS SLESATERLSES

GLRESSAKDDAAGQAIANRFTSNIKGLTQASRNRHDGISIAQTTEGALNEINNNLQRVRELSVQRTN

GTNSDSBLKSIQBEIQ@RLEEIQRVSNQTQFNGVKVLS@DNQMKIQVGANDGETITIDLQKIDVKSL

GLDGENVNSPCISGGGGGILDSNATL INEDAAAAKKS TANPLASIDSALSKVDAVRSSLGAT ORRED

BAITHL

Figura 13
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B&

Sequéncia nucleotidica (831 bp)

ARG T T N A T AT CA T A TCATCA TG TATAGC TASCATGACTGETORACAGCAA

ATGEGTCGHGATC Y6 TACGADGATGACGATAAGOATC OO TCAC T TC TAATATCARAGGC

CIGACTOAGGE T TECC T A G T AAC R GGC AT TICTA T FGCGEABACCACTERARGGT

G TEARTGARA T AR AN AR C TGO AGCRIC GO CIGAGTIGIC TOTTCAGSCUACT
AACGEGACTAACTCTGAT TCCOATCTGARA TC TATCCAGGAT GARAT TCAGCANC G TR TG
GAMGAAATCGATCGUGT TICTARTCAGRC TCART TTARCGEI G T TARAGTOCICICTCAG
GACAACCAGATGARARICCAGG I TEC TGS T AL GATCG TCAANC CATTACCATLGATCTIG

CARANRAT TG T TORARRGCC T TGECC I TGAT GGG TTEAA TG T TAA T TECCCEEBAATT

TG TEE G VGG IGGAAT TCTAGRE T ATORG TACAT TAA TCAATGAAGRCGL TRLS

GLABCCARGARARG TACCHE TARCCTAC TOGRC T IO AATTEAT TCTGRAT IGTCARAAGTG

GACGCASTICSTIC ITCTL TGGGAECAA T TCARAACCGTTIIGATTCAGCCATTACCAAD

T TGO TACGE T ARG AT C IS RAC TOCCOGCH TAGECO TATCGAAGRTGCTSACTAT
SCARLGEARGTTTCTAA TA TG TL T ARAGCGCAGAT TC TECAGCAGHC TGO TAL TTOCGTT

CIGGLECAEGE TAACCASET TOCGCAARACATLE TC IC T IAC IGUGT TAG

Sequéncia proteica(l76 AAY
MRGSHEARHHGMASMTGGQOMGRDL YDRDDRDPE T SNIKGLTOASRNANDGI S TAQTTEGALNE INN
NLORVRELSVOATNGTHEDSDLKS IQDE I QOURLEE T DRVINQTOFNGVEVL SQUNIME TQVGANDGE
TITIDLOK I DV S LG LG NVNS PRI SGGOGS I LD SMETL INEDAMAAKKS TANPLASIDSALSEVD
AVRESLGAIONAFDBAT THLON TV TRLNSARSRIEDADYATEVSNMERAQT LOQAGT SVLAQANQVE
QNVELSLLE

Ry

Sequéncia nucleotidica (666 dp)

ATGCEEEE T TCTCA T CA T A TCATCA T LA TGO TATEGE TROUA TEAC TR TECACAGIAR

AIGGETORGRATC N ETACGACGA TRACRA TAARCATONGT TCACTTCT AR TATU RRRGED

CYGACT A T ICCO G TAACGCTAACGACGREAT I TCTATYGCRCAGACCACTGRAGET

GG IR AR TEARATCARC ARG AALC TGO AGCO T TRCOIGAGTIGTCIG T TCAGGLCACT

AACEOGACTAACTETGAT TUCGATC TG AMA T TATCOAGEATGARA TTCAGL AACGTIC TG

GRAGAAATCHATCGLGT TICTAATUAGAC T AAT ITAMCGHGIS T TAMAGTCCTC TUTLAG
GACAACCAGATGAAAATLCAGGT THG THC TAACGATOOTGAARCCATTACCATCGATCTS
CARAMRAATTGATGIGAARAAGCO T TRGOC T TGATCGRG I TCRATS TTAAT TOUCCGRGARTT

TG TG TG N IGEAAT TO TAGRC TCLA TS A TACA T IAR TCAATGAAGROGL IECO

GCAGCTRAGAARAG TRCC GO TARCCCACTGGU T TCAA T TGAT T IGCAT IGI CAARAG TS

SALOCAGTITES T TCTICYCTGORCRCAAT TCARARCCOT T ITGAT TCAGCCATTACCAAD

GITIAG

Sequéncia proteica (221 AAY

MRGSHHEREEGMA SN TGEOOMGROLYDDDOKDFF TENIKCGLTOASENANDG ISTAQTTRGALNE INN
NLORVRELSVOATNGTNSDSDLKS IODEIQORLEE IDRVERQTOFNGVEVL $QENQMKIQVGRNDGE
TITIDLORIDVESLGLUGEFNVNS PG SGEERG I L SMETLINEDRARAKKS TANPLASIDSALSKRVD

AVRESLGAIQONRFDSAITHL

c§

Sequéncia nucleotidica {&03 bp)k:

BIGCGEEGT T T AT ATCATCATCATCAT OO TATGECTAGCA TGACTOE TELACAGCAA
ATGEGTCGEEATCTOTACFACTATGACGA TAARGATCOCT TCACT ICY AR TATCARALGC
CIGACTCAGSC TICCOETAALGC TAACCACGGCAT T ICTATIGLOCACACUACTEARGET

Figura 13 (cont.)
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GLECTGARTGARAT AR AACARLCTGCAGDG TG IGCGTOAGT TG TCTSTTCAGGLCACT

TOCCCGEGEAAT TTCOGO T T GRT G TEUAA T TCTAGAL T CCATGEGT ACA TT AATCAMT
GRAGRCGEIGCCOCAGCCANGRRAMG IACCEC TARCLCAC TGO TICRATEGATTC TGCA
TTOTCANAMGTOGACGCAGYYCETINT NICTQGGGGSART!MCCGTTT?.’GRITCA

SLCATTACLAACC T IGGCAR T AL GG TAACT AR LC TEAAC T GCGCGRMGECE TATEERR
GATGCTGACTALECAA GG ARG T T ICTRAAT AT YL TAARGCOCAGATTCTGCAGCAGECT

GGTACY ORI I Y SR O AGGC TR CAGET TEOACAARRCATECTC TCTTTAC TAENT

a8

Sequéncia proteica (200 AR):

MRGSHAHRAHGHA SMTGEONGRDLYDDDDEDPF TSN IKGL TOASRNARDG I STAQTTEGALNE TNN
NLORVEELSVQATSPRISGOGEEILDSMETL INEDAARAKKS TANPLASIDSALSKYDAVRSSLGRT

QNRFDSAITNLGRTVTRLNSARSRIEDADYATEVENMEKAQI LORAGTSVLAQARQUPONVL SLLR

CB

Sequéncia nucleotidica (483 bp):

AYECGGGO LY CTCAYCRTCA TCATCATCATGGTA TRGC TANCATCGAC TGE TCRACAGCAR
ATGGETCOREA TCTETACGACATGACGATAASRATCOGT TCACTICTAATATCAARMGEC

GCCCTEARTGARA TCAACARC AACC TRCAGCGTGTEORTGAGT TR TLTGT TCAGGCCACT
TOCCCEGGAAT TTOCE BT GE TG IEETGGAAT TC TAGACTLCATGGGEACA TTAATCANT

TIGICARAAGTREACCCACTICGI T TTCTCIGRGEOCAATICAAMMCCRETITGATICA

GLCKRTTACCAACCTITAG

Sequéncia proteica (145 AR):

MAGSHHHNHRGMASMTGGORNGROL YPRODEDFE TSN IKGLTOASRNANDGI S IAQTTEGALNE TN
NLQRVRSLSVQ!\TSPGISGGGGG ILDSMETL INECARAAKKSTANPLASTDSALSKVDAVRS SLGAT
QNRFDBAITHL

A

Sequéncia nucleotidica (639 bp):
ATBCGEGETTCTCATCATCATCATOA TCAT GG TA THOCTAGOATBAC TRATGEACAGTAA
ATGROTCGEGATCTGTACRACGATGACGATRAGGATCURATEGU R ARG TCAT TARTRCE
ARCAGCLIGICEC TG IGACCLAGAR TAACCTGARCARRTC ICAGTOCTC AL THAGTICS
GCTATTOAGCETCIGICC T TR IC TGOS TATCAAC AGCAL SARAGHCGATGOG ST AGGE

CAGBLGRTTOCTARCCOL TICACT IL TAR TATCARAGEIC TCACTCAGSC TILCCOTAAL

AMCTRCARCGTG TR GIGAGTICICEGT TEACGCCAC EMCGEGACTANM ICTATICE

GATCIGARMCIRTCCAGGRIGAAAT TCACCANCGICTGEANGAARTCGATCECS I TICT

ARTLAGACTCAR T TTARC COT ST TAAMMGTCC TG T THACGACAAUN AGATGAARATCCAR

G IBCIBCTRACGATGETGAAMCATTALCATCEATCTCCAARAMM FTOATO TEARAAGL

CIYGECCITCATGOOTICARTOT IARTTCCOCGEERTGA

Sequéncia proteica (212 AA), osultimos trés aminoicidos sdo derivados do iniciador e do poliligante pRSETb:
MRGSHEHRARGMA SMIGEQOMGRDL YDPODROPMAQVINTNS LSLL TONNLEKEQSSLESATERLGS

GLRINSAKDDAACQA L ANRFTSNIKGLTQASRNANDCISTADT TECALNE INNNLORVRELSVQATN

GTNSDSDLRSIODE IODRLEE I DRVSNQTOFNGVRVLSCDNQMK TQVGANDGET LT [ DLOKIDVRSL

CGLOGFNVUHSPG

Figura 13 (cont.)
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GEGCIGRA IGARATCAAL AACARCC TECAGCSIGTGCGIGRG ITRICTGTTLRGGLCALT
TECLC ATTTEC BATTCTAGACTOCATEGGTACKTTAATCART

GPAGACGCTGCCGCP,GCERA&W'M”GCIMﬂCCMTGGCTTCMTTGATTETGCR

GCCBT’{ ACCARCE ?TGGrAATF\CGGI KA CN\TCT»;MCYCCGCCL GIAGCCGTATEGAL
GRIGCTSACTATCCARCGEARNGT TICTAAT ATGTC TRANGCBCAGATIC EGCAGC AL

GGTACT TCOGT T TS0 RGGE TAACCAGET TCCGCARMACGTCCTC TCTT TACTECGT

Tag

E:;;uéncia proteica (200 AR):

MRGSEHHAHHRCMASMTOOQONGRIL YOLODHDPE TINIKGLTOASRNANDG L & JAQTTEGALNE TNN
NLORVRELSWOATSPGISCEECEILOSMGTLINEDABABLKETENPLAS | DSALGKVHAVRESLGAL
ONREDSAI TNLGNIVINLRGRARSRIEDARYRATEVSNMSXAQILOQAGT SVLAGANOVPONVLELLR

CE

Sequéncia nucleotidica (483 bp):
ATECEOGGTICTUATCATCATCA TCA TCATGGTA TEGC TAGCATGACTGATERACAGCRA
ATGGETOOREATC TETACGAL: ’*A“(;A&JATMGCAT!"{'GITCAFTTCTMTE\ICMAGGC

CYGCAGCETGIGTLTGAGT TGTCIGTICAGGOCACT

TOCOCGGCAA"'TECGGGTGW TCRTGRAATIC TAGRCTCCATGREIACATIAATCAMT
GAASACGC TRCCGT AGLCAAGAMARGTACCEE TAACCOACTEECT TCAAT TEATTCTGEAR
IIGTCAAARGTOGACGCALTTOCE T IR CIOGGAGC ART TCARRMLCCOITTYGATICH
GLCATTACCAACCTTTAG
Sequéncj.a proteica (145 AR):

RGGHERHRACMASM T GGOOMGRD LY DODDEDPE TSN IRGLTRASRNANDG T S IAO TTEGALNE INK
NLORVRELEVOATSPGIBGOCECILDSMGY L INDCDAARAKKS TANPLASTOGALSHVDAVRSSLGAT
QNREDSAITNL

A

Sequéncia nucleotidica (639 bp):

ATGUEGEC Y I T CAYCATCATCATCATCATOE TATGGCTAGUATBAC TEETEEACAGOAA

ATEEETCESGATC TATACTACCATCAC GATRAGGA TCCRATIGCACAAGTCATTARTACA

ARCRGCCTETCSC PG TEACCCAGAATAACCT ARG RARTC FEAGTECTEACTGAG T TOD
HCTATTGAGIETCTGTLC T TEETCTRCATATCAAC AECCTEARNGNIGA TEOBECATEC
CAGGCGATTECTAACLACTIUALT T TAATATCARNGE T TGAT TOAL "’CTTL’CCGT&F\E

GLTAACGACGOCATITCIAT IGCGCAGACCACTGARGE TRCAN THAATSARATICARCANG

AACCTELAGCG TG IGCEIGAGT TG TC TGT TCAGLE CAC TAALGOERACTARCTCTGRTICC
GATCTGAMTCTATCCACGA TERAAAT TCAGCAACG IC TREANGASATCGATCLCGITTLT

ARTCAGNC TCAAT TIAACGSTBT T RAAGTLCTGTC TCAGCACANT CAATGARAR TCLAG

GIIGGTGCTRACGATGR T GARACCA T TACC ATC GATCTGC ARAARATT GATG TGAAARGE
CXICECCTIGATGORT TLAATET IARTROCCOGCEATGA

Sequéncia proteica (212 AR), osultimos trés aminoacidos sdo derivados de iniciador e do poliligante pRSETb:
MRESHARHHHGMASMIGEQQMERDL YDDLDREPHAGV INTRSLAL L TONNINKSQSSLESAIERLSS
GLRINSAKDOAAGQAT ANRETSNIKGLTQASRNANDG IS IAQTTEGALNE INNNLORVRELSVQATN
GIN3DADLKSIODETAORLEE IDRYENQTOENGVEVLSQUNQMK I QVOANDGET 1T 1 DLOKIDVESL
GLDGFNVNERE

Figura 13 (cont.)



21/32

Figura 13, continuagéoc

B

Sequéncia nucleotidica (480 bp):
ATOCGGEGTTCTOATCATOATCATCATCATEE P ATGEC TASCATOAL THG TEGACAGL A

ATCSGTCELGATC TETACERCGATHACGATAAGEATCCST ICACT TN TAATATCAANGET

CIGACTCAGSC T TCCCETAACGL TARCGACGECAT T TCTATIGCOLAGACCAC TEARGE:

CCGE TGAA TGAMATCAACAACARCE TOCAGEGTGTGAG PRAGT TGICYGT ICAGECCACT

AMCOHGACTAMCTCTEAT TCCGATCICANTCTATCCACGATGAARTICAGCAACHICTG
GARCAAATCGATCOOGT T I LI AR TCACA ICAR T TTARCGRTGITAMMG ICCISTETCAS

GACAACCAGR TGAAMATCLACGT TGGTEC TAACGATGOTGAAACCATTACCATCGATLTG

CRARARATIGATGY: YGANAGLOT IGCCOT TRATEGET TEAMTEY TARITCOULGRGATGA

Sequéncia proteica (152 AA), os ultimos trés aminoacidos sdo derivados do iniciador e do poliligante pRSETb:
MRCSEEREHRHGMASMTGEROMGROLY BODDK BPY Y SHIKGLTCAS RNANTGI STAQTTEGALNEINN
NLORVRELSVEATNETNGDEDLKS IGDETQORLEE I DRVENQTQEFNEVEVL S QDNQMK I OVEANDGE
TITIDLOKIDVKELCLEGFRVNGPG

[
Sequéncia nucleotidica (252 bp):
ATACGGGEGTIC TLATCANC ATCATC A M A TG TATGGCTAGCA TGACTGR TIHEAL, AGC.UL

CIGACTCAGGL TTCCCHTAACOT IRACTGACGGCATT T N uAGN"CM‘IGA&?F X

GLOCTCAATEAAR T CAACRACAACCTIGLAGCE TR IGCHTEACTIGICEGTTCAGGCCALT

TCECOEEEATGR

Sequéncia proteica (B3 AA), os altimos trés amincacidos sdo derivados do iniciador e do poliligante pRSEThb:
MRGSHRIREAGMASMIGHOOMGRILYDEDDKDPE TINTROL TOASRNARDG I STAQTTEGALNE INN

BLORVRELSVQATSPG

OST-A
Sequéncia nucleotidica (1038 bp), GST destacado:

GG’ACATTR} T CPATGAAGA»GCTGC COCAGCCANGARAMAGTACCOITAACCOACTECLY

TCATTGRITCTGCAT TETICAARRGT GEACGCAG T TEGTTCTICTICTOGGUECAAT TCN&
AMCOITYICATICAGCCAT TACCARCCT TOGCAATACGRTAACEANTC TGAM TCCACE
CETAGCCGTATCOAAGATGCTGACTATGC AN GGARG TT T TAATATG T TARAGEGCRS
AITCTCCACCABGE TEETACTICOGT I TLECEUAGHC TAACCAGH T YCCOCARAACEHIT
CIETCITYACTECGTIAG

Sequéncia proteica (345 AR):

Figura 13 (cont.)



22/32

Figura 13, continuagéoc

B

Sequéncia nucleotidica (480 bp):
ATOCGGEGTTCTOATCATOATCATCATCATEE P ATGEC TASCATOAL THG TEGACAGL A

ATCSGTCELGATC TETACERCGATHACGATAAGEATCCST ICACT TN TAATATCAANGET

CIGACTCAGSC T TCCCETAACGL TARCGACGECAT T TCTATIGCOLAGACCAC TEARGE:

CCGE TGAA TGAMATCAACAACARCE TOCAGEGTGTGAG PRAGT TGICYGT ICAGECCACT

AMCOHGACTAMCTCTEAT TCCGATCICANTCTATCCACGATGAARTICAGCAACHICTG
GARCAAATCGATCOOGT T I LI AR TCACA ICAR T TTARCGRTGITAMMG ICCISTETCAS

GACAACCAGR TGAAMATCLACGT TGGTEC TAACGATGOTGAAACCATTACCATCGATLTG

CRARARATIGATGY: YGANAGLOT IGCCOT TRATEGET TEAMTEY TARITCOULGRGATGA

Sequéncia proteica (152 AA), os ultimos trés aminoacidos sdo derivados do iniciador e do poliligante pRSETb:
MRCSEEREHRHGMASMTGEROMGROLY BODDK BPY Y SHIKGLTCAS RNANTGI STAQTTEGALNEINN
NLORVRELSVEATNETNGDEDLKS IGDETQORLEE I DRVENQTQEFNEVEVL S QDNQMK I OVEANDGE
TITIDLOKIDVKELCLEGFRVNGPG

[
Sequéncia nucleotidica (252 bp):
ATACGGGEGTIC TLATCANC ATCATC A M A TG TATGGCTAGCA TGACTGR TIHEAL, AGC.UL

CIGACTCAGGL TTCCCHTAACOT IRACTGACGGCATT T N uAGN"CM‘IGA&?F X

GLOCTCAATEAAR T CAACRACAACCTIGLAGCE TR IGCHTEACTIGICEGTTCAGGCCALT

TCECOEEEATGR

Sequéncia proteica (B3 AA), os altimos trés amincacidos sdo derivados do iniciador e do poliligante pRSEThb:
MRGSHRIREAGMASMIGHOOMGRILYDEDDKDPE TINTROL TOASRNARDG I STAQTTEGALNE INN

BLORVRELSVQATSPG

OST-A
Sequéncia nucleotidica (1038 bp):

GG’ACATTR} T CPATGAAGA»GCTGC COCAGCCANGARAMAGTACCOITAACCOACTECLY

TCATTGRITCTGCAT TETICAARRGT GEACGCAG T TEGTTCTICTICTOGGUECAAT TCN&
AMCOITYICATICAGCCAT TACCARCCT TOGCAATACGRTAACEANTC TGAM TCCACE
CETAGCCGTATCOAAGATGCTGACTATGC AN GGARG TT T TAATATG T TARAGEGCRS
AITCTCCACCABGE TEETACTICOGT I TLECEUAGHC TAACCAGH T YCCOCARAACEHIT
CIETCITYACTECGTIAG

Sequéncia proteica (345 AR):

Figura 13 (cont.)
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% e oy ¢l E
vngv&ssaﬁﬁ:QNRFDSAITNLGNrVTNLNSﬁaﬁﬁIEB&DYA@EvSNMSKAQIaggaGTsvnaQaNQ
VPQNVLSLLR

GST-B
Sequenc J_arnucleot 1d10a (813 bp) : GST destacado
FRSG 2 s TR 3

GGI‘RCA?“"&ATCM GMG&CGC TECCECAGE EAAMGTRCCG\.T&RCCCA& IGECT
AR T TR TTCTGCAT TETCAAMRG TEOACELACTTLGTTCE TCTL TEHGEGCAATICAR
MGCGITT‘EGATTCRGECA ITACCAAG CTI‘"IAG

BRCURUATECGRONE EREDLVIRGS
VDAVRSSLGAIQNRFDSATINL

AAri-170

Sequéncia nucleotidica (272 bp):

AFCCEEGETTOTICATOA POATCR TCATCA IGETA VY COU TAGTATEACTEGTORACAGLAR
ATGGETCRGHA TO TETACGACGA TRALGA TAAGGATCLGATERCACAAGTCATIABTACA
AR TETCOC TS TCACCCRACAATAACC TRARCARATC TEAGTOC TCACTGAGT TCL
G IATTCAGCEICIGTCL TCIGHIC TCLGTATCARCAGCECEARAGACGATECEECRGEE
CAGECEAT TRC TAACCGL TTCAC TICTARTATCARAGGLCTEACTCABGUTTCCOGTARL
GCIANCGACGGCAT TTC TAT IGCOCAGRCCAC L GAAGG TGLGC TGAR T GARA TCARCAAT
RACCIGCAGEGIGIGCOIGAGT IGTC TG T TCAGGLCAL TARCGGGACTAACTCTGATICE
GATCTORARICTATCCAGEATGRAAA Y ICAGCAACHTUTGGARGARRTCHEATICLGITICY
ARTCAGACTCART T TAACGOTGT TRARG TCC TCTC T AGGACARCCAGATGAARATCCAG
GG I GC TAACCA TG TGAAACCATTACC A TOGATCTECARARAA TTGATS IGAARAGT
CITGECCT TATCOCGEGAAT T POCSETCE TGO TG TGERAAT T TAGAC TUCATGRETACA
TTAATCAR TEARGACGE TECCECAGLCARGAAMAGTACCEC TRACCCALTGEC T TCAATT
A T TG AT T T LA ARG TOOACGLAGT T T ICT ICTIC TRGUGGCAATTCARARCOLT
I T A T TCAGLEA T TACCAM CTTRGCRA TACGRTARCCRATC TGARCTCCGC GCRTAGG
COETATCGAAGA TGC IGAL TATGCARCHEAAGT L IC TAREATGTCTAMAGLGCAGATICTE
MG AL I G T AC T TS AT TC TG GCAGGL TAACC AGG T TCCGCARAACGTCCTCTCT

Figura 13 (cont.)
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TTACTGCGITAG

Sequéncia proteica (323 AA):
MRCSHHAHRHGMASMTGEQOMERDLYDDODRDAMAQVININS LS LL TONNLNESQSSLSSAIERLSS
GLRINSAKDDAAGCOA T ARRF TSN IKGLTQASRNANDGIS IAGTTEGALNE INNNLGRVRELSVOATN
GTNSDSDLES IQDEIQURLEE TDRVENQTQFNGVEVLSQONGME IQVGANDOETITIDLOKIDVESL
GLIPGISGGGGGILHSNETLINEDAAARKKSTANPLRSIHSALSKVDAVRSSLGAIQNRFQS&TTNL
CNTVTNLNQQRSRIEBABY&TEVSNMQKAGiLQQRGTSVLAQ&NQUPQ&VLSLLE

AANI-163

Sequéncia nucleotidica (951 bp):

ATHECGEGE T T TCATCATCATCATCA T ATGRTATGGC TAGCA TEACTGE TEEACAGLAA
ATGECTCEGEATC TG TACGACCA TRACRATARGCA TCCRATGGEUACARGTTATTARTACA
ARLAGCC IR T OGO TG T TRALCL AGR AT AR C TGAALABRATCTCAGTCLTCRL TGEGT ICC
GOTATTEAGOETCEGICE ICIGATCTEOG TAT CARAGUEUGAANGAL GATEORECAGHE
CAGGEGAT T TARCCGL TTCAC T IO TAA LA TCAAAGHOC TEACTCARGLC TICCOGTARD
GOTARCSALGECATTICTAT IGLCCAGRCCAC TOAAGETHCHE TRAATCARATCAAL ARG
ARCCTGCAGC GGG TGAS T T T TOT ICAGGCCAC TARCGOGACTARC TCTRAT ICC
GRICTGAAATCTATCOANGATGAAAT TCAGCARCGTC TOEARGAMATCGATCOORTITICT

AARTCACAC TCAAT T TAM GGG T T ARAGTICCTCTC TCAGGAC ARCCAGATGAMMATCCRG

ST TG INCTAACCATGCTCARACCAT TACCATCCATC TEOARAAMAT TATCCOGGGAATT

G T SR TS TR TEGRAT IS TAGAC TOCATOES TACAT TAR TC AR TCAAGRCRCTECC

G AGCU ARGRARASTACCCC TAACCORCTGGO T TORATTCATTOTECAT TOTCAMMAGTS

GACGEAGT TCGT TCTICTC TREGEEEAAT TEAARALCET FTTGAT TCAGECAT TACE ARG

L IGEC A AT AL OGTAACC AN TEAAE TR CLO GG TAGCOGTATOGAARGATGO TGAL TAT
GOAACGGAAGTITCTAATATCTC TARAGLOUACAT TC TOLAGCAGEC TGS IACT ICLGTT
“TGGCuCAG”C!AAQLAGGTTCyGCEBAACGTCETLI&TTT&CT"EGTTAG

Sequéncia proteica (316 an):

MRS HEHA RGNS T GEOOMERE L Y DO DK D P AV IN TS LS LLTONNLNR SQSSLSSATERLES
GLRINSAKDD&AGQAIAKRFTSNIECLTQA%RNANDGISY&QTTEG%LNEINNNLQR?RFLSVQATN
GTHSDSDLESIQUEIQOREER T DRVENGTOFNGVEVLEQDNOMEKIOVGANDGET ITIDLOKI IPGIS
GOEGGEILIEMETLINEDAASARKSTANPLAS TRSALSKVDAVRESLGATONRIOSAT THLGNTVTHL

NSARSRIEDADYATEVENMIKAQILOGAGTSVLAQANOVPONVL SLLR

AATS4-170

Sequéncia nucleotidica (B13 bp):

ATGCECEETTC TCA DA TCA TCA TCATCATEG TATSCC TAGCA TGACTGE TEEALAGCAS
ATGGCTCRGGATC IO TACGRCEATGACGA PASGEA TCCGT TCAC T TC TAATATUARAGGE
CIGACTCAGEC TTCLCE I RACEL TARCHRLGOCAT I TCTAT TRCECAGACCAC TGARGGT
GLOLTOARTGAA TCAACALC ARCC TGCBGCE TG TGOGTGAGT TR TCTGTICAGGECACT
ARCGGGAL TAACTC TGAT TCCGATC YORAATC TATCCAGGATRAMAT ICAGEMCRICTG
GRAGARATCEATCGEGT ITCTARTCAGAC T CARTT AN GE TG TTARAGTCCTC TCTCAS
GACARC CAGATERAAATCCAGE T GG TGC T AACGA TGO TGARSCCAT T AL CATCGATC TG
CAAAARAT TOA TGS T GAARAGCC T T6GCC T TATCCOGERAAT I TCCGOTCR TEETRCTREA
ATTCTAGACTOCATEOGTACA T I AR TC AR TGARGACAE TOCUCCANCCARGAARAGTACE
G TAALCCAC TGO TTCARTTGA T IO TGCA T TG TCARRNG TOGACECAGT TLCTICTICT
CIGHGOSC A LT A RSO T T TGA T TOASCCAT TACCARS CT PORCANTACSO TAMIC
AR TGRACTCOCCEE G T AGCCOTA TS CARGATHC TOAC T AT GCAROLANGT T TC TAAT
ATGTCTARAGLECAGAT TCIGLAGCANGE TOGTAC TTCCO T T TRGLCUAGGC TARCCAT
GIICCGCARAACSTOCTCTO TYTACTGOGT TAS
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Sequéncia proteica (270 AR):
MRGSHHEHHEHGMASNTGSOOMGRDLYDDROKOPF TSNIKGL TQASRNANDG I S IADT TEGAL NE INN
NLORVRELSVOATNG TNADSDLAS IODE LOOKLEE I DRVENQTQF NGVRVLSODNOMK TOVGANGGE
TITIRLOKIDVESLOLIPGISGGRGGILDEMGT L INEDARAAKK S TANPLAS IDSALSKVDAVR S 5L
GAIORREDSAT TNLGNTVINENSARSRIEDADYATEVSNMS KAQT LOOAGTSVLAQARQVEQNVLSE
LR

AA'nS4-163

Sequéncia nucleotidica (792 bp):
ATCCOGREITCTCATCATCATCATCATCA TG TATGUCTACCA TCAC TR FGLACAGLAL

ATEGETCGEGATC TR TACEACCGATRACGATAAGCATOCHT ICACT T TAATATCARAGGT

CIGACTCAGGE TTCCCGTAAL GCTAMCGREGGCAT TICTAT TGCOCAGAC AL TGRAGGT

GLGCICAATGANATCAMC AACAACC IBCAGLG TR IGCCTGAG T TERC TS T TCAGGLLNACT

ANCGRGARC TAACTCIGAT TCCGATE THARATC TATRC AGEATGRAR T TCAGC ARG TO TG

CRAGRARATCEATCEEGI TICTAATCAGRL TERAT TTAACGSTIGITAARS TCCICTC TCAG
GRCAMCCAGATERAMATCCAGET GG TCC TARCEATGETHRAACCATTARCRATCCATCTG

CASARAA T TR UGG EAR T L G T OGS TGG TGO PEGBAT TU TARRCTOCATGEE T RO

I A TCAATGAAGACOC TOLCECAGCCARGAAMACTACCGC TAACCCACTOGETTCARTY

GAITCTEO AT IR CAM A TGO GLAGT TOGTICT IO TLTRGGELCAA T TCRAAACEGT

TITGATTCAGLCAT TACCAALCTTEGUAATACGGTAACIRATL TERACTOCGRGLGTAGT

COIATCARGA T TG T ATGC AR CECARG T TIC TAATATGTCTAAMSCECRGATIC TG

CAGCAGECTGEYAC TTCOCT TC TGO UCCAGGL T AR CASETTCCOCAAAACETCOTCYCT

TTACTGUGITAG

Sequéncia proteica (263 AA):
MRGEHHHAERAGMASMTGEOOMCROLYDDDDEDPT TSN IKGLTQASRNANDGIS IAQTTEGALNE TN
HLORVRELSVQATRGTNSDIDLES ICDE IDORLEE IDRVINQTRENGVEVE SGENOME I QVGANDGE
TIT IO I PGl GEGEEILDSNGTLINEDARANKESTANPLASIDSALSKEVRAVRSSLGAIONRE
DEATTHLONTVIRLUSARSR IEDADYATEVSRMSKAQILOQAGT SVLAQANOVPUNVLSLLR

ABRE-170 {or A R 1 T00402-450)

Sequéncia nucleotidica (807 bp):
ATGOESETTCTCATCATCA TCATLATCA TGS TATGOC TAGCATGACTOG TEEACAGLAA

AFGSETOFGRATC TS TACGACEATRACGA TAAGSATOUGA DECUALAAGTCATTAATACA

AJCARCUTETOEC TRT IGACCCRAGARTAACCTGAACRAATE TCASTLCTCACTGAGTICE

SCTA T RARCL I Te I C TR IGLTC IO UG TATCARCAGEACRARAGACHATCLGHCARGE

CARGLGAT TGN TAMCCOC T TCAC T IC T AATATCAANGECC TEACTCAGECTTCCLGTARG

GUTARCHACGECAT I TETAT TRCGCAGACCAC TEAAGETSCEC TEAATGARATCAACAAL

A TG ARG T TOUSTGAGT TG TC TG TCRGILC CRCTARCGEEACTARC TCIGATICE

BRI T GAAATC TATCCAGCATCGAAAT TCAGCAACSTC TORAAGARRTCCATOGCRTTICT

AATCHGACTCAMT T TAACGETRT TAARGTCOICICTCAGGACARCCAGA TEARAR TECAT

GITGE I T AMCGATOC T CANACCAT TACCATCGATC TOCAAARAATICA TG TGARAAGE

LG AN OO COGeAA T TE COG R TG TRC TOG TCARAT PO TAGAC TOC ATRGGTAC A

T AATCMATEAAGACHC ICLCOCAGL CAAGAMAAG T RCCOCTARCUCACTOGC T TLART Y

AT T AL TGO T CARARG TCCACGCAG T TCO TIC T ICICTECEEGCAA T TEARAACLGT
IITGATICAGCCATTRCCRACCTTTAG

Sequéncia proteica (268 AA):
MRGSHHHEERGMASMTGGQOMGRDLYRDODRDPMARQVININSLALL TONNLNKSOSSLESATERLES
GLRINSAKDDAAGOAT ANRETSNIKGLTOASRNANDC IS IADTTEGALNE INKNLORVRELSVOATN

Figura 13 (cont.)
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GTNSDSHLKSEQ&EKQQRLEEIDRVSNQTQFNGVRVLSQDNQ&KIQVG&NBGETITIﬁLQKIDVKSL
CLIPGISCEEGRGILISMGTLINEDABRAAKKSTANPLASI DSALSKVIAVRESLOAT UNRFDEA T TRL

AB'n1-163 (or AA nL-163c402-450)

Sequéncia nucleotidica (786 bp):

ATECGEEEI IO TCATCATCATCATCA TCATGE TATOGC TAGCA TGAC TEGTEEACAGLAR

ATEGETCOECATC TG TACGACCATGACGATARGCA TCCGA TG CACAAS TCAT TAATACA

AN AGCCTOTOGO TEI TEACCCASAA TAACT T GANCARRTC TCAGTCLTCACTGAGTTICE

GETA T TEAGE S I TETEC IC TOGTC LA G TAT CARCAGCGU SR ARGACEATECOBCAGES

CAGHCEAT THCTARCCHL T TCACTTC TAR TATCARAGGOC T GACTCAGELTTCCLGTARL

GCTAM GACHGCATTTCTAT T GOSCAGACCAC TEARGG TG G TGAMEGARATCARLAAC

ARGCTGCAGCO TG GEGTGAGT TG IS TGT ICAGGCCACTARGERACTARCTICTGATTCS

GATCTGABATC TAT L AGGATGARAT TCAGCAACGTC TEOBAGAAATEGATCGESTITCT

AATCAGACTCAAT T TAACGR TG IAAAGTCCTCTC TCAGGACAACCAGATEAMAATECAG

G ICGIGC T AACGA TGE IGAARL CAL TACC AT CEATC IECARARMAT TATCCCGGGAATT

TOCEGEGE DG TGS I HEAA L TP AGRC TCCATEEG L ACAT TAATCAR T GAAGRCGCTGES

L AGCO ARG AARRG TAC LG IARCCCACTEGC T TCART IGAT ICTCCAT ISTCAMANGTG

GACRCAGT TGS LIS T IC IC TOGOGECAAT TCARAALCE I TT TGAT TCAGCIA T TACCAAC

CITIAL

Sequéncia proteica (261 AR):

MRGSEEHRRRGMASHTGGOMGRRL YDDDDRDPMAVINTNSLELL TONNLNKSQSSLESATERLSES
GLRINSAKDDARGCOATANRFISHNIKGLTOASRNANDGISIAQTITEGALNE THNNLORVEELSVOATN
GINSDSDLEKS IQUE LOORLEEIDRYSNOTOFNGUVR VL SRDNOME T QVGANDGETITIDLOR T IPRIS
GGGERILDSNGTL INEDARAAKKS TANPLAS IDSALSKVDAVRESLGATQNRFDSATTNL

AAnl1-128

Sequéncia nucleotidica (849 bp):

ArCLGGEET TR TCATCATCATCAT A TCATGG TATGGLTAGCA FGACTGG YGGACAGCAA
ATGEGTORGEATCTETACCACGATGACGA IAAGCATCCGATCOCRCAAS TL AT TAATACA

AR AGCC TG TG TG AL CLAGAR TAACC IGAAL AAATC TCAG TUC TCACTSAGTICD

GETATTGAGCGIC IGICLTCIGEIC T OCE TATCAAC AGCOCOARAGALBATGCGLEEAGED
CACeCRRTIGCTAACCRCTICACTIC TAR TATCARRGGLC TEACTCAGRUTTICCOGTAAC

GLTARCGACGECRT TICTATIGCECAGRCCACTRARGGETICCCCTEAR IGAAMATC ARCARC

ARG IGCAGCE TG IEC G IRAG I LG T TRl T AGECCAC TARCGCEACTAAC TCIGAT NG

GATC TGARATCTATCCAGRATGAAA T TCAGCARCOG TC TRGAMGRARTCGATCGUGTETLT
AARTCAGRICOCGEGART T TEC G TRETRG TEETERANT CTARACTCORT GG TACATTA

ATCAATCASEAIGL TECCECAGCCARGARAAG TALCRCTAACCCACTGECTTCALRTI TGAT

I IGEAT TGTCAA G TEOACGCAGT TOGT TE T I TE THCGGUCAAT TCAMAACCGITIT

CATTCAGCCATTACCAALC T TGECAATACGHTAACCAATC FGARCTCCOCECETAGBCLGT

ATCGAAGRIGC TEACTATCCAACGEAAGT TIC TARTATCIC TARAGUGUAGAT TOTOLAG

CAGGC TERTAC T COG T IC I GECACAGGL TAACCAGOTILCERCAAAALG TCCTCTCITTA

CIECOTTAG

Sequéncia proteica (282 AR):

HRGSHHREHRBGMASMTIGGQOMGRRLYDDDOKOPMAQY INTNSLSLLTONNLNESQSSLSSATERLSS
GLRINSARDDAAGOAIANRF TSN IKGLTOASRNANDGISIAQTTEGALNEINNNLORVRELSVRATN
GINSDSDLKSIODEIQORLEE I DRVINOIPGISGREGCILDANGTL INEDAAAAKK S TANPLASIDS
ALSKVDAVHSSLGAIQNRFQSRITNLGNTVTNLNSKRSRIEB&DIRTEVSN&SK&QELQQAGTSVLA
QANQVPONVLSLLR

Figura 13 (cont.)
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AA'NS4-129

Sequéncia nucleotidica (690 bp):
ATGCECSGTICTCATCATCATCATCATCATGE TATOGLTAGCATEAL TG TECACAGCAA

ATELETOGREAYC TS PACGACCATCALGATAAGCATCOGTTLACT I T AATATCARAGEL

CTGACTCASGCTTCCCG TARCGC TAACGACHECAT TTCTAT TECHCAGRLCACTEAAGET

GLOCTGAA THRAAR T ARG RAC ARG T GGG G TG T RC S TGAG T IGTCTGITCAGOUCAT T

AACGGGAL TR T I GAT LA T T AR A TC TATCCAGGATGAMA TTCAGCAACGTICTE
GAAGARATCGATCGCET T IS T AL T S GAT OO RCGRA T T I CGE TECICOTOL TORARTT
CTAGACTCOATOORTACATTRAATCAR IGM&KCGK: TG‘C CG_CRGCCM?ST&CC 50T
AMCCCACTORCTICAATTGAT TC TECATTGTCARRAL TGGACGCAGTICGTICTICTCTG

GCGGCART TCAAAMCCETTTIGATICAGLCATTALC: AAOCTIGOIMATACSETRACDARTY
CIGARCTCCRCHCE TAGC LG TATCGAAGATECTGAC TATCCAACEUAMGTTICTAATAIG

ITCTARAAGEGUAGAT TCTGLAGIAGEC TGO TACTICLG T IC THGOOUALCLU TRACCRGETT
CCOCARAREGTOLTCTCITTACTGCRITAG

Sequéncia proteica (229 An):
MRESHENHRHCMASMTOGOOMGREL YDERRKGPE T SNIRGLTQASRNANDG IS TAQTTEGALNE NN
NLORVRELSVOATNGTNSDSDLRSIQUEIQQRLEE IDRVINQIPCGISGEECEILDSMETL INEDARA
AXKSTANPLASIDSALSKVDAVRSSLGATORRFOSA I TNLGNTVINLNSARSRIEDADYATRVENUME
RAQILOOAGTSVLAGANDVRPONVLSLLE

ABni-129

Sequéncia nucleotidica (684 bp):

A GG ReE T N N A TCATCATCR TCA TC AT GG TATGRCTAGTATGAC TGO TGGACAGTAA

ATGRETCGRGA TO TG TADGRDGA TGACHEATAAGCATCOGATELCACAACTCAT TARTACA
ARCAGCCTSICOC TG T IGACCCAGRATARCC TGARCABRTC TCAGICC TCAC TRALTICS

GBCTATTEAGE G T T IO I TOG T TOC S TATCAAC AGLGL BAMAGAC BA TCUGRLAGRS
CAGGLGAT TEC T RACLOL T TOAC T T TAR TATC AANGECC TOAL TCAGRETTCNCGTARE

GO TARCGACGCCAT T T TAT TRCRCAGAC A TOAAGE TOCGC TRAR TGAAATCAACALT

SACE TOC GG IR TOC ST GAG T TG TCTGT TCAGGLC AL TARCGRAL TAACTCIBATICT

GAY TG T LA T AGOATGABAT TCAGCAACG T TORRAGABATCCATEGCETTICT

AATCAGATCCOGAGAATT TCOGE TR TEG T EE TCGAAT T TABASTOCATGRG TACAT TR
ALLAATGRAGALGCTGCCOCAGCCARGARAAGTACLGCTAACCL AL TGECTICAATTGAT
TCTGCATIGT AR ARG TOCACAC ARG TTCET TCT ICTC TOGOSGUAATICARARECETTTT

GAT TCAGCCATTACCAMCTTIAS

Sequéncia proteica (227 AR):

MRGSHEHIRRGMA S TEROOMGRDEYODDDEDPMAQV INTNSLOLLTONNLNKSQSSLESATERLES
GHLRINSAKDDAAGOA TANRFTSNIRGLTOASHENANDG IS IAQT TEGALNE INNNLORVRELSVGATN
GTNSDSDLKS IQDETQORLEE I DRVENGIPCISCEGGGILDSNGTLINEDAAMAKKS TANFLASIDS
ALSKVDAVRSSLGATONEEFDSATTNL

ABR'n34-12¢

Sequéncia nucleotidica (525 bp):

ATECHEBET I TCATCATCATCATCATCATEG TA TOGL TAGCATEAC TEE TECARCAGCAA
ATOGE T OGEGATCTOTACGACGATGACCATAAGGATCLGTTCAC T ICTAATATC RARGHC
I GAC TCAGEN T TCCEGTAM G TAACGACGECAT T TCTATIGCACAGACCACTGAAGST
GO TR TG A TOAN AN AR L TO AL G TGO TOC S TCAG T TS TCIG TICAGGCCALT

Figura 13 (cont.)
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ARCCEGALTRACIC TGAT TCCGATCTGAAATE TATCCAGGATGARAT TCAGCARCGIL I
GAACAAATCERTCGCET T TCT AR TCRGATCOCGERARTT TECORTRRIRG TEETERANTY
O AGRCT ORI RGE TAC A TTAA TC AR TEAACGAC U IGCCGCAGCCAAGARARGTACCECT
AACC AL TEEC T AR T TGA T TGCA TIGTCAAAAG TGGACGUANTICGTICTTCTOTG
GOGGCAATICARARCCG T TT TGAT TLAGCCAT TACCAACCT TTRG

Sequéncia proteica (174 AR):
MRGSHERNAAGMASHMTIGGQOMGROL YDDDDKDPE TSN IKGLTQASRNANDC I STAQTTEGALNE T NN
NLORVRELSVOATHG TNSDSDLKS IQDEIQORLEEIDRVSNQIPGISCGGEGILDSNGTL INEDARA
AKKSTANPLASIDSALSKVDAVRSSLGAIQNRYDEAITNL

AARI-100

Sequéncia nucleotidica (762 bp):

AT e T TC A TCATOA TCATCA TO AT GG TATGGC TAGCA TEACTOA TEAACRAGCAA
ATCCETCGEEATCTGTACGALGATGACGATAAGEATCURA TECCACAAGTCAT TAATACA

AR ARG YT G TOT TEACC U AGRA T AR CU TRAR L R AR TC TCAG TOC TERC TRARTTC

GC Al TRAGCRIC TETCC I T EOTCTGOG TATCAACAGCRCGARAGACCATEUGECAGEC

CAGGCOAT IO T AN LG I T AT T T T A TATC A AGECC TEACTCAGGL TTCCCETARD

U TAACGACRGCAY T T T AT IGCACAGACCACTGAAGUTECSCTGAATRRAA I AACAAD
AMLCISCAGIGICIGCEIGAGT IH TN TG T TCASGCCAC TRICCOROGAAT T ECCERTRET

GEIGCTIARRA T TCTAGAL TCCATEEL TACATTART CAR T CAAGACGCTGRCECAGCL ARG

AAMRG T A T AR O TG T T AR T TGAT IC TCLAT TG TCAAMG T GLACECAGT T

CET I T T TECEGECAA T TCAANACCGTTTTGAT TCAGCCATTACCAACC TIRGEAAT

ACGGTAAMCAATE TRARC T CRCRC O TAGCCOTATCCARGATCL TOACTATGURADGGAA

SIITC TR ATATGTC TAAAGLGLAGAT TCTOCAGCACGECICOTACTICCOT ICTGOLGLAG

GO TAACCAGGTICCGRARARCGTCOICTC T TAL TEOOTIXG

Sequéncia proteica (253 AA):
MREGSHHHYHAGMASMIGEOOMERD LY DDRRKE ARV INTNS LA L L TONNLANRSOSSLISATRRLSS
GLRINSAKDAAGOAIANRF TONIKGLTRASRNANEGISTAQT TEGALNE INNNLORVRELSVOATT
FGISGGGGGILDSMGILZNED&AAAKKSTAN?LASIDSALSKVQRVRSSLuAIGNRFD&AITNLGNT

VTRLNSARSRIEDADYATEVSNMSRAGTLOGAGTSVLADANQVFORVLSLLR

ABnN1-140

Sequéncia nucleotidica (597 bp):

ATGOGEGS I TCICATCATCATCATCATCATEGTATGECYAGCATRACIGR TRGRCAGIAS

ATGEETUGGEATC TH TACGROGA TEACGA TAAGTATCUGA TRCCACAMGTCRT T AATACA

ABCAGCCTGICECIGT T GACCCAGRATARCCIGAAL ARRTCTCARTCCTCAC TRAGTECE
GCTATTGAGCGICTGICCTCIGGTE TGOGTATCARC AGCOLGARAGAL GATGCGECAGEE

CAGECGATTLE TAACL e T AL Y T TAR T A TC AAAGRCC TGAL TEAGGC T TCCCC TARS

G LAACGACGEGLATTIC LA TEL G AGACC AL TGAAGHIBLOL TSRATOANATCANS AAL

ARCE TGO MGG TETGLG TCAGTICTL TGT TEACCLCAC TAPCOCGEEARTTICCGE TEST
GRTGETSEAATTCTRGAC LOCATRRG TACAT TAM ICAR TGARGACGL TELCETAGECRAG

AARRGTACCGC TRAACCCAC TGGC T TCAAT AT IC TOCAT TG TCAAAAGTGRACGCAGTT

ORI TC Y T T T GGG AR T TN ARACCE T T TGAT TCAGCTAT TALCAACTITERG

Sequéncia proteica (198 BAA):
MRGSHEHHEHGMASMTGGOOMERDLYDDDDXDPMAQVINTNSL SLLTONNLNKBQSSLSSATERLSS
GLRINSRK&DAAGQAIANRFTQNIRELTQASRN&NDGISIRQTTEGALNEI“RNLQRVRELSVQRTI

PGISGEGEEILDSHGT L INEDAAAAKKS TANPLASIDSAL SKVDAVRSSLEA IQNRFLSA TTHL

Figura 13 (cont.)
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AAR-T0

Saquéncia nucleotidica (672 bp):

ARG G TTCTRATCATCA TCATCATCA TOG TATGLCTAGCATGACTRG TCGRACAGLAL

ATEGETCGRGATO TG TALGACCATCALGA TAAGRA TN CEA G TACARAGTCAT TAATACA

ARCAGCC TG CRC TGT TCACCCAGAATRACC TGAACARATC TCAGTCCTCALTGAGTITLC

GUT ARG TGO T IGGIC TGO TATCARCAGCECCARNGADGATGUGGCAGGL

CAEGCEAT TOL TAACCGS T TCAC T TC T AR TA TEARAGGLCTGAC TCAGGCTICCCR ML
GCTARCGACATOCCGGEART T TCCEG TRG TR TER TGHAAT TC TAGACTCCATGRG TACA
ITIRATCAATGASGACGC TGLCOL ABLCARGARARGTRCCGC TARCCORC TGGU TTCARTT

SR A T T AR A A TG OACG AL T TN IO T I I T COGECCAR T TCARMAACLET

TITGAT I AGCOAT TACC AN C T IGECAR TACES TRRCCARIE IGARC TCCEEGCSTAGE
CETATCERAGATGCTRAL TATGORACGGEAGT T IC TRAATR TG TCTANMAGOGCAGA T TCID

CRGCAGECIGEIAL T IO TIC IGGLECAGEC TRACCAGST ICCGLARAACGTICOTCICT

TIACTGDETTAG

Sequéncia proteica (223 an):
MRGSHHHHENGMASNTGEOMGRDLYDDDRKDPMAOVINTRS LELL TONNLNK SOSSLESATERLES
GLRI&SQKBBAAGQAIANRFTSNIKGLTQASRNANQIPGISGGGGGILDSMGTLINED&A&AKKSTA
NPLASISALSKVDAVRSSLGAIQNRFDSAITNLON TVINLNEARSRIEDADYATEVSNMEKAQILG

QARG TSVLAGANQVPONVLSLLR

ABni-70

Sequéncia nucleotidica (507 bp):

ATGCGRGE T I TCATCATCATCATCATCAT GG TATGEC TAGCA TRACTOE TCRACAGUAR

ATGEGTUGORA TC TG TACRALGA TGANGATAAGEA TOOGATCECACAASTCAT TAATALA

ARG ARG T P CG e T T THACCCARAN TAMCCTEAACARRTCTEAGICCTCACTEAGTICE

GUIATIGAGCGIC TETCCTOTRGTCIGCOTATCARCAGLECHAAAGACGATGLGECAGGT

CAGGLEATIGC TAACCRC T TCAC T T T BATATCARAGOCCTGAL TCAGEC TICCLGTARC

G TAAC B ACATCU CELERATITOCECT SR ToG TR TGGAATTC TAGACTOCATGER TRCA

TTAATCAATGARGRCGC TECLCUAGLCAMGARMAGTACOGCTARLCOACTGECTICART T
GATTCIGCATIGTCARAAG TGEACGEAGT ICGT ICT ICTCTEOGGECAAT TCARRACTGT

TTTGATTCASCCAT TACCARCLTITAG

Sequéncia proteica (168 An):
MRGSHERHERGMABNTGEOOMGROL Y DDDDRUPMAQVIN NS LELL TONNLNESQSSLSSALERLES
GLRINSAKDDARAGRAI ANRFTSNIKGLTQASRNAND IPCISGGCEGILDENGTL INEDARAAKKSTA
NPLASTDSALSKVLAVRSSLGATIQURFDSA T TNL

Figura 13 (cont.)
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