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RESUMO

“NOVOS COMPOSTOS IMUNOADJUVANTES A BASE DE FLAGELINA E SUAS
UTILIZAGOES”

A presente invencdo refere-se a novos compostos de péptidos
derivados de flagelina com origem na Salmonella entérica que

exibe uma actividade adjuvante imunitdria in vivo.



DESCRICAO

“NOVOS COMPOSTOS IMUNOADJUVANTES A BASE DE FLAGELINA E SUAS
UTILIZAGOES”

CAMPO DA INVENCAO

A presente invengao refere-se a indugdo e/ou estimulacao da

resposta imunitdria num individuo ou num animal.

Refere-se, em particular, a novos compostos imunoadijuvantes,

Uteis para composicgdes imunogénicas e vacinas.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

O desenvolvimento de vacinas seguras e eficazes permanece um

objectivo principal da saude publica global.

Em particular, vacinas denominadas “para mucosas’” surgiram

como uma alternativa potencial atractiva para vacinas
injectaveis.
A administracéao a mucosas tem muitos atributos

potencialmente desejaveis. Talvez a razdo mals constrangedora
para desenvolver técnicas de distribuicdo de vacinas para
mucosas seja o desenvolvimento de uma primeira linha de defesa
imunitdria, gerando 1imunidade 1local no sitio de entrada na

mucosa para muitos agentes patogénicos invasores.



Além disso, alguns investigadores relataram que existe um
sistema dimunitdrio da mucosa comum, no gqual a imunidade da
mucosa induzida num sitio pode conduzir a imunidade num sitio
distal na mucosa (McGhee, J. R. et al., The mucosal immune
system: from fundamental concepts to vaccine development.

Vaccine 1992, 10:75-88).

Adicionalmente, a distribuicdo de um antigénio através de um
sitio na mucosa possul o potencial para gerar também uma

resposta imunitdria sistémica.

Isto sugere que podem ser alcancgados beneficios
significativos através da distribuicdo de vacinas de um modo nao
invasivo, e. g., intranasalmente ou outra via da mucosa, para
induzir imunidade contra uma vasta gama de agentes patogénicos

que podem entrar em diferentes sitios da mucosa.

A maioria das vacinas actuais (vacinas para mucosas ou
outras) sao compostas por dois componentes principais: (i) o
antigénio alvo de interesse terapéutico e (ii) composto(s)
imunoadjuvante(s) que estimula(m) e/ou induz(em) imunogenicidade

contra o referido antigénio.

A natureza dos imuncadjuvantes conhecidos varia grandemente,
mas inclui, em particular, 6leos minerais, extractos
bacterianos, organismos vivos e atenuados e suspensdes de metais

de hidréxido de aluminio.

Mesmo se os adjuvantes proporcionarem um incremento das
respostas imunitdrias, a sua wutilizacdo pode também induzir

efeitos colaterais adversos, nomeadamente em funcdo da via de
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administracadao utilizada. Portanto, os numeros de adjuvantes gue
sdo aprovados e eficazes em humanos permanecem relativamente

limitados.

Avangos no campo de imunidade inata proporcionaram um melhor
entendimento dos mecanismos celulares e moleculares gue governam

a regulacgdo da resposta imunitédria do hospedeiro.

Este melhor conhecimento do sistema imunitdrio permitiu a
investigacdo e o desenvolvimento de novos imunoadijuvantes uteis

potenciais.

Em particular, receptores de tipo Toll (TLR) sao
instrumentais na inducdo coordenada de imunidade inata e
adaptativa em mamiferos. Uma vez gque o0s TLR sSao expressos por
uma vasta variedade de tipos de células, sao capazes de

despoletar imunidade em todo o corpo.

Apbés infeccdo por microrganismos patogénicos, os TLR
reconhecem motivos conservados referidos Ccomo padrodes
moleculares associados a micrdébios (MAMP). A participacdo dos
TLR induz um ©programa de expressao genética dedicado a
eliminacdo inata e a imunidade adgquirida para microrganismos
patogénicos. Por exemplo, os TLR induzem a producgao de
quimiocinas que, por sua vez, atraem especificamente os
neutréfilos polimorfonucleares (PMN) directamente envolvidos na
eliminagdao microbiana inata. Além disso, os TLR promovem a
secrecao de mediadores imunitdrios pleiotrdépicos (tal como TNFo)
e a maturacadao funcional de células dendriticas (DC) que se

especializam na apresentacao do antigénio aos linfécitos.



Consequentemente, o0s agonistas de TLR nao estimulam apenas
respostas imunitarias pré—-inflamatdrias “amplamente
especificas”, mas também aumentam a resposta imunitaria
adaptativa a antigénios definidos, e sdo assim considerados como

sendo imunoadjuvantes.

Apesar desses efeitos potencialmente benéficos, uma
toxicidade sistémica de MAMP conduziu a esforcos para
desenvolver derivados gque enviesam a actividade de MAMP em
direccdo a adjuvéancia. Na verdade, moléculas modificadas com
propriedades tUnicas ¢é um grande desafio na manipulacao de

respostas imunitdrias.

Flagelinas Dbacterianas (os principais componentes dos
flagelos em muitos agentes patogénicos bacterianos) sao

agonistas especificos, uUnicos para a activacado de TLRS.

A flagelina F1iC de Salmonella Serovar Typhimurium enterica
(S. Typhimurium) é o paradigma para estudos sobre a estrutura-

funcdo do flagelo, imunidade e sinalizacadao de TLR5.

E uma proteina de 494 aminodcidos com dois dominios
distintos. As regides amino- e carboxi-terminais *“conservadas”

formam um dominio que é essencial para a activacdo de TLRS.

0 dominio do meio da flagelina F1iC compreende aminoédcidos
niao obrigatérios para a sinalizacdo de TLR5. E designada como
uma regido “hipervaridvel”, uma vez que as sequéncias primarias
variam grandemente em composicao e tamanho de uma espécie
bacteriana para outra. Em contraste, ¢ conhecido que a regiao

hipervaridvel é essencial para a antigenicidade da flagelina.



Foi demonstrado gque a 1injeccao intravenosa (i.v.) de
flagelinas promove uma resposta sistémica, caracterizada pela
producdo de mediadores pré-inflamatdrios (tais como TNFa ou

IL-6) e activacao de DC.

Além disso, as flagelinas desencadeiam mecanismos de defesa
inatos e adaptativos especificos para a mucosa. Por exemplo,
linhas de células epiteliais e a mucosa do pulmdo regulam
positivamente a producdao de qguimiocinas como CXCL8 (IL-8) e
CCL20 que, por sua vez, recrutam PMN da mucosa e DC,

respectivamente.

Varios autores também relataram que as flagelinas séo
potentes imunocadjuvantes da mucosa e sistémicos que induzem (i)
respostas secretoras de anticorpo e/ou do soro e (ii) respostas
celulares Thl e Th2 as préprias flagelinas e a antigénios

co—administrados.

Devido as suas potentes actividades imunoadjuvantes
sistémicas e de mucosa, as flagelinas podem ser particularmente
interessantes para o) desenvolvimento de vacinas e, em
particular, do tipo vacina para mucosa. Essa utilizacao foi

proposta no documento WO-A-2004 022092.

Contudo, a maior parte dos referidos adjuvantes de tipo
flagelina nao sao completamente adequados para essa aplicacao de
vacina e, em particular, para a referida estratégia de wvacina

rara mucosa.

Na verdade, os adjuvantes de flagelina conhecidos apresentam

efeitos colaterais significativos e, em particular, actividade



antigénica intrinseca e propriedades pré-inflamatdrias

sistémicas quando administrados in vivo.

Além disso, a maioria dos imunoadjuvantes do tipo flagelina
conhecidos precisam de ser ligados fisicamente ao antigénio
alvo, de modo a induzir uma potente resposta imunitdria gquando
administrados in vivo. Este requisito obriga a manipulacdes
complexas suplementares para obter uma ligagcdao flagelina-

antigénio adequada e a substadncia imunogénica util final.

Existe assim uma necessidade para novos compostos gue podem
ser utilizados como adjuvantes imunoldgicos, em particular para
induzir e/ou para aumentar a resposta imunitdria de mucosa
contra um antigénio, nomeadamente sem despoletar qualquer efeito

colateral da inflamagdo sistémica significativa.

Estes novos compostos devem também, vantajosamente, ser
capazes de despoletar uma resposta imunitdria por uma mistura

simples com o antigénio alvo.

A presente invencao propde, entao, novos compostos
imunoadjuvantes que satisfazem esta necessidade, e que podem ser
particularmente Uteis para a producgao de composicdes

imunogénicas e de vacina (em particular de tipo para mucosa).

SUMARIO DA INVENCAO

Verificou-se-se, de acordo com a invencdo, novos compostos
de péptido derivados de flagelina com origem em Salmonella

enterica Serovar Typhimurium do tipo da SEQ ID N° 1, que



apresentam uma actividade de adjuvante imunitdria in vivo como

ilustrado nos exemplos aqui presentes.

Foi também demonstrado, de acordo com a presente invencgao,
que estes novos compostos adjuvantes exibem propriedades de um
adjuvante de mucosa particular, sem exercer efeitos

pro-inflamatdrios sistémicos significativos.

Os referidos novos compostos derivados da flagelina da
invengdo sado assim particularmente 1Uteis como substancias
imunoadjuvantes, vantajosamente para induzir e/ou aumentar uma

resposta imunitdria da mucosa.

A presente invencao refere-se, assim, a um composto

imunoadjuvante de acordo com a reivindicacgao 1:

Formas de realizacdo preferidas do composto imunoadjuvante

da invencado sao de aqui em diante definidas na descricao.

A invencao também se refere a uma composicao farmacéutica
compreendendo um composto imunoadjuvante como definido acima (ou
na descrig¢ado seguinte), Jjuntamente com um ou mails excipientes

farmaceuticamente aceitdveis.

A composigaoc farmacéutica de acordo com a invengao
compreende um composto imunoadjuvante como definido acima,

juntamente com um ou mais antigénios.

A referida composicgao farmacéutica é assim, vantajosamente,
uma composigcao imunogénica (i. e. uma composicado que tem como
objectivo induzir uma resposta imunitdria contra um antigénio,

e. g., para produzir anticorpos) ou uma composicao de vacina
8



(i. e., uma composicdo que tem como objectivo induzir uma
resposta imunitdria num individuo ou num animal de modo a tratar

ou para prevenir uma doenca).

De acordo com uma forma de realizacdo preferida, a referida
composicao imunogénica ou a referida vacina compreende
vantajosamente o referido composto imunocadjuvante da invencéao
que ndo estd ligado covalentemente ao referido um ou mais

antigénios.

A presente invengao também se refere ao composto
imunoadjuvante como definido acima, para utilizacdo como um
medicamento (em particular para 1induzir e/ou para aumentar

actividade de adjuvante de mucosa).

Esta invencado também se refere a utilizacdo de um composto
imunoadjuvante de acordo com a invencdo, para o fabrico de uma
composicdo farmacéutica, em particular, para induzir e/ou para
aumentar uma resposta imunitdria contra um ou mais antigénios
diferentes de uma proteina de flagelina (em particular no

compartimento da mucosa apds administracdo pela via mucosa).

Esta invencgdo também se refere a (i) um acido nucleico que
codifica o composto do péptido imunoadjuvante como acima
divulgado, (ii) um vector recombinante compreendendo, aqui
inserido, o referido acido nucleico, (iii) uma célula hospedeira
transfectada ou transformada com o referido 4acido nucleico ou

com o referido vector recombinante.



BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

Figura 1. Caracteristicas e reactividade cruzada de

flagelinas com a regido hipervariavel eliminada.

(A) Uma vista esquematica em 3D das flagelinas

recombinantes.

A estrutura de flagelina F1liC de tipo selvagem & apresentada
no painel do lado esquerdo utilizando Pymol
(http://www.pymol.org). No mondmero, as regides terminais (1-170
e 400-494) sao dobradas fortemente em hélices o e formam um
dominio estrutural envolvido na funcdo de flagelo. O motivo 89-
96 (preto) ¢é essencial para a sinalizacadao de TLR5. O dominio
“hipervaridvel” F1liC é principalmente constituido por estruturas

R e voltas B.

Utilizando Swiss-Model (http://www.expasy.orqg/spdbv/), foi
prevista uma estrutura global para FliCazos-202 € F1liCa174-400,
apresentando uma delecao parcial e total da regiao

hipervaridvel, respectivamente.

Para F1liCpio1.352, as posicgdes de aminodcidos delineando a
delecao sao apresentadas no painel do lado esquerdo. F1liCai174.400 ©
F1liCp101-35, contém ligantes GAAG e LELE na juncao de delecéao,

respectivamente.

(B, C) Reactividade cruzada de soros especificos para FliC.

Foram obtidos soros hiperimunitdrios apds administracédo s.c.
de flagelina formulada com CFA para iniciagao, seguido por

reforcos de IFA. O soro foi titulado em ELISA para F1iC,
10



FliCA204,292, FliCA191,352 e FliCA17474oo. Os resultados Sao
representativos das 2 experiéncias. (B) Reactividade cruzada de

soro anti-F1liC. (C) Reactividade cruzada de soro anti-F1iCpi74-400.

A significancia estatistica (p>0,05 num teste de

Mann-Whitney) é indicada por um asterisco.

Figura 2. Actividade pré-inflamatdéria epitelial e da mucosa

de flagelinas com a regido hipervariavel eliminada.

(A, B) Activagcao de células epiteliais por flagelinas

recombinantes.

As células epiteliais humanas foram activadas com flagelinas
F1iC, F1liCpzo4-292, F1iCpis1-352, F1liCa174400 oOu F1liCa174-400/89-96% as
concentracgdes indicadas. Células Caco-Rumbo contendo a fusdo do
repdrter CCL20-1uc foram activadas durante 6 h e a actividade da
luciferase foi normalizada para a actividade maxima medida com
niveis de F1liC saturantes (A). As células epiteliais BEAS-2B
brénguicas foram estimuladas durante 16 h antes de medir os
niveis de IL-8 no sobrenadante. Os resultados sao

representativos de 1 das 2 experiéncias independentes (B).

(C-D) Estimulacao da resposta inata da mucosa por flagelinas

com delecgao.

Flagelinas recombinantes ou preparacdes tratadas com
tripsina (1 pg equivalente) foram administradas i.n. a murganhos
anestesiados (n=3-5). Niveis de ARNm especificos para CCL20 nos

pulmbées completos foram determinados 2 h mais tarde utilizando
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gRT-PCR em tempo real (C). Seis horas apds a instilacao, BAL
(barras pretas) e pulmbdes (barras brancas) foram amostradas para

medir a concentracado de CCL20 (D).

A significéncia estatistica (p>0,05) foi determinada num

teste de Mann-Whitney.

Figura 3. Efeito adjuvante de flagelinas com uma delegdo da

regido hipervaridvel.

Foram imunizados murganhos (n=8) i.n. com ovalbumina (OVA)

+ flagelinas ou toxina da cdélera (CT) nos dias 1 e 21.

No dia 35, foram medidos os titulos de IgG especificos para

OVA no soro (A) e BAL (B).

A  concentracdo de IgA especifica para OVA em BAL foi

determinada (C).
Os resultados sao representativos de 1 de 2 experiéncias

independentes. A significancia estatistica (p>0,05) foi

determinada num teste de Mann-Whitney.

Figura 4. Propriedades antigénicas intrinsecas de flagelinas

sem uma regido hipervariavel.

Foram imunizados murganhos (n=8) i.n. com ovalbumina (OVA)

+ flagelinas ou toxina da cdlera (CT) ou LPS nos dias 1 e 21.
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No dia 35, os titulos de IgG especificos para F1liC foram
medidos no soro (A) e BAL (B). Os resultados sao representativos

de 1 de 2 experiéncias independentes.

A significéncia estatistica (p>0,05) foi determinada num

teste de Mann-Whitney.

Figura 5. ©Neutralizagdo da sinalizagdo de TLR5 por

anticorpos especificos para a flagelina.

Murganhos NMRI foram imunizados s.c. na semana 1 com 1 upg de
flagelina F1liC e CFA, seguido por reforgos nas semanas 3, 5, 7
com F1liC e IFA. Em condigdes de simulacgao, os animais foram
tratados de modo semelhante com ovalbumina e adjuvantes ou
adjuvantes isoladamente. As experiéncias foram realizadas na

semana 9.

(A) Actividade neutralizadora de TLR5 in vitro de soro

imunitdrio especifico para a flagelina.

Células epiteliais Caco-Rumbo contendo a construcgado repdrter
CCL20-1luc foram activadas durante 6h com a flagelina F1liC
incubada com 50% v/v de soro hiper—-imune F1iC (circulos brancos)
ou simulado (circulos pretos). A actividade da luciferase foi
determinada e normalizada para a actividade obtida com 100 ng/mL
de FlicC. Os resultados sdo representativos de 1 de 3

experiéncias independentes.
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(B, C) Actividade neutralizante de TLR5 in vivo de soro

imunitdrio especifico para a flagelina.

Os animais imunizados (n=3) foram injectados 1i.v. com PBS
(barras pretas) ou 0,1 pg (barras cinzentas) ou 1 ug de
flagelina F1iC (barras brancas). Os soros foram recolhidos 2 h
mais tarde e as concentragdes de CCL20 (B) e CXCL2 (C) foram

determinadas por ELISA.

(D) A actividade neutralizante de soro i1munitario.

Os animais (n=3 por dose) foram transferidos de forma
passiva 1.v. com varias quantidades de soro especifico para a
flagelina ou de simulacgdo, e tratados 1 h mais tarde i.v. com
flagelinas recombinantes, como indicado. A producgao de

quimiocina no soro 2 h apds a exposicao foi medida por ELISA.

A significancia estatistica (p>0,05) foi determinada

utilizando um teste de Mann-Whitney.

Figura 6. Actividade de resposta a dose intranasal das

flagelinas F1liC e F1liCai174-400-

Os murganhos foram (n=3-5) instilados 1i.n. com varias
quantidades de flagelinas F1iC (quadrados pretos) ou F1iCai17s-400
(quadrados brancos). As concentracgdes de CCL20 (A) e CXCL2 (B)

foram determinadas 6 h mailis tarde em BAL utilizando uma ELISA.

A significéncia estatistica (p > 0,05) foi determinada num

teste de MannWhitney U.
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Figura 7. Alteragdo da capacidade de activagdo sistémica da

flagelina F1liC,j74-400 com a regido hipervaridvel eliminada.

Vadrias quantidades de flagelina F1iC (quadrados pretos) ou
F1liCa174-400 (quadrados brancos) foram administradas i.v. As
concentracgdes de CCL20 (A) e CXCL2 (B) foram determinadas 2 h

mais tarde no soro utilizando uma ELISA.

A significédncia estatistica (p>0,05) foi determinada num

teste de Mann-Whitney.

Figura 8: Andlise de SDS PAGE de varias flagelinas

recombinantes com a regido hipervaridvel eliminada

A Figura 8 consiste numa fotografia de uma electroforese de
SDS PAGE de FliCpi74-400, FliCaie1-405, F1iCpi3zs405 © F1iCpi00-405
produzida de forma recombinante apds coloragdao com Coomassie

blue.

Figura 9: Andlise de imunotransferéncia de varias flagelinas

recombinantes com a regido hipervariavel eliminada

A Figura 9 consiste numa fotografia de uma electroforese de
transferéncia de Western de F1liCai7s-400, F1liCpi61-405, © F1liCaizs 405 €
F1iCpipp_405 produzidos de forma recombinante apds coloragao com

anticorpos anti-FlicC.
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Figura 10: Indugdo da produgdo de quimiocina CCL20 por
vdrias flagelinas recombinantes com a regido hipervariavel

eliminada

Estimulacdao da resposta inata sistémica por flagelinas com

delecao.

As flagelinas recombinantes ou preparacdes tratadas com
tripsina (10 upg equivalente) foram administradas 1i.p. a
murganhos (n=2). Duas horas apdés a injeccdo, o soro foi

amostrado para medir a concentragao CCL20.

Figura 11l: Indugdo da produgdo da quimiocina CXCL2 por
vdrias flagelinas recombinantes com a regido hipervaridvel

eliminada

Estimulacdo da resposta inata sistémica por flagelinas com

delecao.

Flagelinas recombinantes ou preparacdes tratadas com
tripsina (10 npg equivalente) foram administradas 1i.p. a
murganhos (n=2). Duas horas apds 1injeccdo, o0s soros foram

amostrados para medir a concentracao de CXCL2.

Figura 12: Efeito adjuvante de F1iCjpi74-400 recombinante para

imunizagdo contra antigénio gpl40 do virus HIV.

Os murganhos (n=6) foram imunizados i.n. com gpl40 (5 npg) 6

+ flagelinas (1 pg) nos dias 1 e 21.

16



No dia 35, os titulos de IgG especificos para gpPl40 foram
medidos no soro (simbolos a preto) e BAL (simbolos a branco). Os
resultados sao representativos de 1 de 2 experiéncias

independentes.

Figura 13: Perfil cromatogrdfico a 280 nm de um ciclo de
purificagdo de FliC num substrato de imunocafinidade no qual os
anticorpos monoclonais de murganho anti-F1liCu174-400 foram

imobilizados.

Figura 14: Andlise de electroforese de varias fracgdes de
cromatografia recolhidas durante um ciclo de purificagcdo de FliC
num substrato de imunoafinidade no qual os anticorpos

monoclonais de murganho anti-F1iC,j74-400 foram imobilizados.

A Figura 14 consiste numa fotografia de uma electroforese de
SDS PAGE de fracgdes recolhidas como descrito na Figura 13 apds

coloracgdo com Coomassie blue.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

De acordo com a presente invencao foi demonstrado que os
novos compostos induzem uma actividade imunocadjuvante de mucosa
in vivo permitindo a indugdo de uma resposta imunitdria contra
um antigénio alvo, quando os referidos novos compostos séao

administrados com o(s) antigénio(s) correspondentes adequado(s).
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Nomeadamente, foi aqui demonstrado que 0S8 novos compostos
adjuvantes da invencao exercem as suas propriedades
imunoadjuvantes também apobds administracao intranasal a
murganhos. Os referidos compostos imunoadjuvantes da invencéao
sd0 assim capazes de potenciar respostas imunitdrias sistémicas

e da mucosa.

Também foi demonstrado que o) referido composto
imunoadjuvante derivado da flagelina da invencéo possui
propriedades de adjuvante de mucosa mediada por TLR5, com efeito
pré—inflamatdério da mucosa in vivo, mas nao demonstra qualquer
efeito colateral pré-inflamatdédrio sistémico significativo apéds

injecgao sistémica.

Além disso, o0s resultados contidos nos exemplos aqui
apresentados demonstram que o referido composto imunoadjuvante
derivado da flagelina nao apresenta efeito antigénico intrinseco
significativo, 1. e., a molécula de interesse previne ou atenua
a poténcia para desencadear anticorpos especificos para a
flagelina, nomeadamente no soro ou lavagem broncoalveolar (BAL)

quando administrado por via intranasal.

Os resultados acima demonstram que o referido composto
imunoadjuvante derivado da flagelina da invencao pode ser
utilizado como um adjuvante eficaz da resposta imunitéaria,

especialmente para induzir respostas imunitdrias da mucosa.

0 referido composto peptidico pode assim ser util
nomeadamente quando estd compreendido em (i) composicgdes de uma
vacina mucosa para prevenir ou tratar doencas induzindo uma
resposta imunitdria da mucosa no corpo do organismo do

individuo, ou em (ii) uma composigcao imunogénica para aumentar
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ou despoletar uma resposta 1imunitdria contra um antigénio

desejado.

Em particular, como mostrado nos Exemplos aqui apresentados,
a requerente verificou que, inesperadamente, a sinalizacdo de
TLR5 estd compartimentada, uma vez que a flagelina F1iCai74-400
particular (i. e., um péptido derivado da flagelina em que a
sequéncia do péptido SEQ ID N° 1 da flagelina F1iC da Salmonella
enterica Serovar Typhimurium ATCC14028 é eliminada da
posicdao 174 até a posicdo 400) estimula a imunidade na mucosa
mas ¢é desprovida de qualquer efeito pré-inflamatdrio sistémico

significativo.

A reqguerente também estabeleceu que a flagelina F1iCai74-400
possul propriedades benéficas prominentes, devido a sua fraca
capacidade para gerar anticorpos especificos para flic

neutralizantes.

Adicionalmente, verificou-se aqui que a flagelina F1iCa174-400
é fortemente atenuada para a sinalizacdo sistémica comparada com
a flagelina de tipo selvagem, enquanto a actividade da mucosa se

manteve nao afectada.
Também foi aqui demonstrado que outras flagelinas com a

regido hipervaridvel eliminada, incluindo F1iCaig1.405 © F1iCai3g-405

sao dotadas com propriedades imunoadijuvantes.
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Péptidos imunoadjuvantes da invengdo

As verificagdes permitem a requerente conceber uma familia
de péptidos, que teriam as mesmas propriedades e vantagens que

as flagelinas FlicA174,4oo, FliCA1617405 e FliCA138,4o5.

A referida familia de péptidos é definida comecando a partir
das flagelinas F1iCpi74-400, F1liCpi61-405 © F1iCp13s-405 estudadas nos
Exemplos aqui apresentados e baseada na sequéncia peptidica da
flagelina SEQ ID N° 1 e na estrutura cristalogrdfica do péptido,
para prever versbes truncadas que podem ter a actividade de

estimulacdao de TLR5 restante.

A presente invencao refere-se, desse modo, vantajosamente ao

composto imunoadjuvante compreendendo:

a) um péptido N-terminal ©possuindo uma sequéncia de
aminodcidos que comec¢a no residuo de aminodcido localizado
na posigcao 1 da SEQ ID N° 1 e terminando num residuo de
aminodcidos seleccionado do grupo que consiste em qualquer
um dos residuos de aminodcidos localizados nas posicgdes 99

até 173 da SEQ ID N° 1; e

b) um péptido do C-terminal possuindo uma sequéncia de
aminoacidos que comega num residuo de aminoacidos
seleccionado do grupo gque consiste em qualgquer um dos
residuos de aminodcidos localizado nas posicdes 401 até 406
de SEQ ID N° 1 e terminando no residuo de aminodcidos

localizado na posicgao 494 de SEQ ID N° 1,
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em que:

- o referido péptido C-terminal estd directamente ligado
ao péptido N-terminal, ou

- o referido péptido N-terminal e o péptido C-terminal
estdo ligados indirectamente, um ao outro, através de

uma cadeia de espacador intermedidrio.

o) composto da invencao pode ser aqui designado
indistintamente “composto imunoadjuvante” ou “péptido derivado

de flagelina”.

Por “composto imunoadijuvante”, entende-se gque o péptido
derivado da flagelina da invencadao pode induzir e/ou aumentar a
resposta imunitdria contra um antigénio quando administrado a um

individuo ou um animal.

Também se pretende que signifigque uma substancia que actua,
de um modo geral, para acelerar, prolongar ou aumentar a
qualidade de respostas imunitdrias especificas para um antigénio

especifico.

Como ai descrito, o referido composto imunoadjuvante pode
ser utilizado numa vacina ou composicao imunogénica, Jjuntamente
com um ou mails antigénios e excipientes farmaceuticamente

aceitaveis.
A sequéncia peptidica de SEQ ID N° 1 acima mencionada tem

origem na flagelina F1liC de Salmonella enterica Serovar

Typhimurium ATCC14028 (numero de acesso AAL20871).
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A numeracdo do polipéptido comeca no primeiro aminodcido
ap6s a eventual metionina N-terminal (ndo apresentada na
SEQ ID N° 1), que & tipicamente excisada pela aminopeptidase da
metionina em células hospedeiras das bactérias como

sub-mencionadas.

Os péptidos N-terminal e C-terminal do péptido da invencao
derivado da flagelina possuem vantajosamente pelo menos 90%, e
ainda mais, identidade de aminodcidos com a porcdo da sequéncia

de aminodcidos correspondente da SEQ ID N° 1.

Descricgdes de identidade e sobre como pode ser determinada

sdao bem conhecidas dos especialistas na técnica.

Como aqui pretendido, uma dada sequéncia de aminoacidos de
interesse possui 90% ou mais de identidade em relagcao a uma
sequéncia de aminodcidos de referéncia, em que a referida
sequéncia de aminodcidos de interesse possui, pelo menos, 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 69%, 97%, 98%, 99% ou 99,5% de
identidade de aminoacidos com a referida sequéncia de

aminodcidos de referéncia.

Para determinar a percentagem de identidade entre duas
sequéncias de aminodcidos, as sequéncias sdo alinhadas para
efeitos de comparacao bptima. Por exemplo, podem ser
introduzidos intervalos numa ou em ambas de uma primeira e uma
segunda sequéncia de aminodcidos para um alinhamento odptimo e as
sequéncias nao homdélogas podem ser ignoradas para efeitos de

comparacao.

Para efeitos de comparacgao O¢ptima, a percentagem de

identidade de duas sequéncias de aminocdcidos pode ser calculada
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com o CLUSTAL W (versdo 1.82) com o0s seguintes parametros: (1)
CPU MODE = ClustalW mp; (2) ALIGNMENT = « full » ; (3) OUTPUT
FORMAT = « aln w/numbers » ; (4) OUTPUT ORDER = « aligned » ;
(5) COLOR ALIGNMENT = « no » ; (6) KTUP (word size) = « default
» ; (7) WINDOW LENGTH = « default » ; (8) SCORE TYPE = « percent
» ; (9) TOPDIAG = « default » ; (10) PAIRGAP = « default » ;
(11) PHYLOGENETIC TREE/TREE TYPE = « none » ; (12) MATRIX = «
default » ; (13) GAP OPEN = « default » ; (14) END GAPS = «
default » ; (15) GAP EXTENSION = « default » ; (l6) GAP
DISTANCES = « default » ; (17) TREE TYPE = « cladogram » et (18)
TREE GRAP DISTANCES = « hide ».

Em particular, ¢é entendido que podem ser realizadas
modificagdes menores sem destruir as vantagens e a actividade do

péptido da invencédo derivado da flagelina.

Essas modificagdes estdo incluidas dentro do significado das
expressdes “composto imunoadjuvante” ou “péptido derivado de
flagelina” da 1invencdo, desde que a actividade imunitaria
particular seja preservada, em particular as propriedades de
adjuvante de mucosa mediada por TLRS5 sem qualquer efeito

colateral pré-inflamatdrio sistémico significativo.

Além disso, podem ser ligadas varias moléculas,
covalentemente ou nao covalentemente, ao péptido da invencao
derivado da flagelina, incluindo, por exemplo, outros

polipéptidos, carbo-hidratos, acidos nucleicos ou lipidos.

Essas moléculas ligadas consistem eventualmente no antigénio
contra o qual a resposta imunitdria ¢é desejada. Essas

modificagdes estdo incluidas na definicgcao da invencgéao.
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As modificagdes menores também se podem referir, por
exemplo, a substituicdes conservadoras de aminodcidos que
ocorrem naturalmente e Dbem como alteracgdes estruturais gue
incorporam aminodcidos de ocorréncia ndo natural, andlogos de
aminodcidos e mimetizadores funcionais. Por exemplo, um residuo
de aminodcido de Lisina é considerado como sendo uma

substituicdo conservadora para o residuo de aminodcido Arginina.

Assim, como aqui pretendido, um primeiro polipéptido
possuindo, pelo menos, 90% de identidade de aminodcidos com um
segundo polipéptido de referéncia engloba 0s primeiros
polipéptidos compreendendo uma ou mais diferencas de aminoédcidos
em comparacado com o segundo polipéptido de referéncia e, em que
as referidas diferencas de aminodcidos sdo seleccionadas a
partir do grupo gue consiste em (i) uma ou mais substituicgdes de
aminodcidos, (ii) uma ou mais delecdes de aminodcidos e (iii)
uma ou mais adigdes de aminodcidos ou qualquer combinacgdo de

(1), (ii) e (iii).

De um modo geral, a invencao engloba, por isso, variantes de
polipéptidos possuindo uma ou mais substituig¢des de aminoédcidos,
delegdes ou adigdes, em comparacao com um polipéptido de
referéncia, de um modo preferido, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, ou
10 substituicdes de aminoécidos, e/ou 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,
ou 10 delec¢des de aminoédcidos e/ou 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, ou
10 adicbdes de aminodcidos em comparacdo com o polipéptido de

referéncia.

Os especialistas na técnica sabem ou podem determinar gue
estrutura constitui andlogos de aminodcidos e mimetizadores de

aminodcidos funcionalmente equivalentes.
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Como acima mencionado, os péptidos C-terminal e N-terminal
do péptido da invencao derivado da flagelina podem estar
directamente 1ligados, vantajosamente, covalentemente por uma

ligagado peptidica.

Numa forma de realizacao alternativa, os referidos péptidos
N-terminal e C-terminal do péptido da invencdao derivado da
flagelina sao ligados indirectamente, um ao outro, através de

uma cadeia espacadora.

A cadeia espacadora deve ser escolhida de modo a néo
interferir com a actividade bioldgica do composto final e também
de modo a que a imunogenicidade do composto final nado seja

significativamente aumentada.

A cadeia espacadora é, de um modo preferido, constituida por
aminodcidos ligados juntamente por ligacdes peptidicas e ligados
covalentemente entre as sequéncias N-terminal e C-terminal do
péptido da invencado derivado da fagelina. Assim, em formas de
realizacgdo preferidas, a cadeia espacadora consiste desde 1 até
20 aminocdcidos 1ligados por ligacgdes peptidicas, em qgue o0s
aminodcidos sédo seleccionados de 20 aminodcidos qgue ocorrem
naturalmente. Numa forma de realizacdo mais preferida, os
aminodcidos 1 até 20 sao seleccionados de Gly, Ala, Pro, Asn,
Gln, Cys, Lys. De um modo ainda mais preferido, a cadeia

espacadora €& constituida da sequéncia NH,-Gly-Ala-Ala-Gly-COOH.

Sao também possiveis ligantes nao peptidicos: por exemplo,
ligantes algquilo. Estes ligantes alquilo podem ainda ser
substituidos por qualquer grupo de impedimento ndo estérico,
acilo inferior, halogénio, CN, NH,, fenilo, etc. Outro tipo de

ligante nado peptidico é um grupo polietilenoglicol.
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Um especialista na técnica conhece bem estas cadeias
espacadoras e pode escolher a cadeia espacadora adequada,
nomeadamente dependendo das sequéncias do péptido N-terminal e

do péptido C-terminal que tem de ligar uma a outra.

Além disso, o residuo de aminodcidos asparagina da sequéncia
C-terminal, localizado na posicéao do aminoacido 488 da
SEQ ID N° 1, é substituido vantajosamente por um residuo de

serina.

Esta substituicao foi introduzida para marcar
especificamente o péptido da invencdo derivado da flagelina.
Essa substituigdo ocorre naturalmente em flagelinas de outra
espécie bacteriana como Legionnela pneumophila, sem alterar a
actividade de estimulacdao de TLR5. Podem ser introduzidas outras
substituic¢des nas posigdes gue nao alteram a actividade de
estimulacao de TLR5 adjuvante para melhor marcar o péptido da

invengao derivado da flagelina.

Formas de realizacdo preferidas do péptido da invencdo

derivado da flagelina

De acordo com formas de realizacdo preferidas, a 1luz da
sequéncia peptidica da flagelina SEQ ID N°® 1 e da estrutura
cristalografica, o péptido N-terminal do composto imunoadjuvante
da invencao é vantajosamente seleccionado do grupo gque consiste
das sequéncias de aminodacidos 1-99, 1-137, 1-160 e 1-173 da

SEQ ID N° 1.
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Em particular, a estrutura 3D da flagelina F1liC demonstra
que o dominio N-terminal ¢é organizado em 3 hélices alfa
separadas por voltas beta seguidas por folhas beta e voltas
beta. Retendo parte(s) destas estruturas secunddrias no terminal
N pode ser suficiente para reter a actividade de estimulacao de
TLR5 (e em particular a actividade de estimulagao de TLR5 da
mucosa), 1. e., as sequéncias de aminodcidos 1-99 da SEQ ID N° 1
contém as primeiras 2 hélices alfa, as sequéncias de aminodcidos
1-137 da SEQ ID N° 1 contém as primeiras 3 hélices alfa e a
sequéncia de aminodcidos 1-173 da SEQ ID N° 1 contém as

estruturas N-terminais encontradas na flagelina F1iCai74-400-

Noutras formas de realizacao preferidas, o referido péptido
C-terminal do composto imunoadjuvante ¢é seleccionado do grupo
que consiste nas sequéncias de aminodcidos 401-494 e 406-494 da

SEQ ID N° 1.

Em particular, as estruturas 3D da flagelina Fl1iC demonstram
que o dominio C-terminal ¢é organizado em 2 hélices alfa
separadas por voltas beta. A(s) parte(s) de retencao destas
estruturas secunddrias no terminal N podem ser suficientes para
reter actividade de estimulacdao de TLR5 (e, em particular,
actividade de estimulacdo de TLR5 da mucosa): as sequéncias de
aminodcidos 401-494 da SEQ ID N° 1 é a sequéncia que se encontra
na flagelina de F1liCaai74-400 enquanto as sequéncias de aminoacidos
406-494 da SEQ ID N° 1 contém apenas as duas hélices alfa

C-terminais secundarias.

Em certas formas de realizagao preferidas, o péptido
N-terminal do composto imunoadjuvante da 1invencdo consiste na
sequéncia de aminodcidos que comega no residuo de Alanina

localizado na posigao 1 da SEQ ID N° 1 e termina no residuo de
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aminodcidos localizado na posicdo da SEQ ID N° 1 seleccionada do
grupo que consiste nos residuos de aminodcidos localizados nas
posicgdes 137, 138, 139, 140, 141, 142, 143, 144, 145, 146, 147,
148, 149, 150, 151, 152, 153, 154, 155, 156, 157, 158, 159, 160,
161, 162, 163, 164, 165, 166, 167, 168, 169, 170, 171, 172 e
173.

Em certas formas de realizacao preferidas, o péptido
C-terminal do composto imunoadjuvante da invencdo consiste na
sequéncia de aminodcidos que comeca num residuo de aminodcidos
localizado na posicao da SEQ ID N° 1 seleccionado do grupo que
consiste nos residuos de aminodcidos localizados nas posicdes
401, 402, 403, 404, 405 e 406 e termina no residuo de Arginina
localizado na posicao 494 da SEQ ID N° 1.

Num aspecto especifico destas formas de realizacao
preferidas, o referido péptido N-terminal e o referido péptido
C-terminal do composto imunoadjuvante da invencao sao
vantajosamente ligados, um ao outro, através da cadeia
espacadora NH;-Gly-Ala-Ala-Gly-COOH acima mencionada (i. e., em
substituicdo da sequéncia 174-400 eliminada); o residuo de
aminodcidos asparagina localizado na posicdo 488 da SEQ ID N° 1

também é vantajosamente substituido por um residuo de serina.

Formas de realizacao ilustrativas desses compostos
imunoadjuvantes descrevem as acima englobadas F1iCa174-400,
F1liCpig1-405, © F1liCai3s_405 que sao0 agquili apresentadas nos exemplos; e

gque sao também descritas em maior detalhe mais adiante.

Ainda noutra forma de realizacdo, os referidos péptidos

N-terminal e C-terminal do composto imunoadjuvante de interesse
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consistem nas sequéncias de aminodcidos 1-173 e 401-494 de

SEQ ID N° 1, respectivamente.

Ainda noutra forma de realizacdo, os referidos péptidos
N-terminal e C-terminal do composto imunoadjuvante de interesse
consistem nas sequéncias de aminodcidos 1-160 e 406-494 da

SEQ ID N° 1, respectivamente.

Ainda noutra forma de realizacdo, os referidos péptidos
N-terminal e C-terminal do composto imunocadjuvante de interesse
consistem nas sequéncias de aminodcidos 1-137 e 406-494 da

SEQ ID N° 1, respectivamente.

Em algumas formas de realizacéao, 0S compostos
imunoadjuvantes, de acordo com a 1invencgao, compreendem um
residuo de metionina adicional na sua extremidade N-terminal,
especialmente quando o8 compostos sao produzidos como proteinas

recombinantes em células bacterianas.

Na forma de realizacdao em que os vreferidos péptidos
N-terminal e C-terminal do composto imunoadjuvante de interesse
consistem nas sequéncias de aminodcidos 1-173 e 401-494 da
SEQ ID N° 1, o ©péptido da invencao derivado da flagelina
consiste na sequéncia de aminodcidos SEQ ID N° 1, removida da
sequéncia de aminodcidos que se estende desde a posicdo de
aminodcidos 174 até a posicdo de aminodcidos 400. A sequéncia da
flagelina-péptido da invencgao também € denominada na presente

descricao “F1iCa174-400” ou “flagelina F1iCpai74-400" -

De acordo com uma forma de realizacao preferida, o referido
péptido N-terminal e o referido péptido C-terminal do composto

imunoadjuvante da invencao estdao ligados vantajosamente, um ao
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outro, através da cadeia espacadora NH2-Gly-Ala-Ala-Gly-COOH
acima mencionada (i. e., em substituicdao da sequéncia eliminada
174-400); o residuo de aminodcidos da asparagina localizado na
posicao 488 da SEQ ID N° 1 & também vantajosamente substituido

por um residuo de serina.

O péptido da invencdo derivado da flagelina assim obtido é
uma sequéncia de 271 aminodcidos, em que a sequéncia peptidica

consiste em SEQ ID N° 2.

A numeracdo do polipéptido comeca no primeiro aminodcido
ap6és a eventual metionina N-terminal (ndo apresentada na
SEQ ID N° 2), que & tipicamente excisado pela aminopeptidase da
metionina em células hospedeiras das bactérias como mencionado

abaixo.

Na forma de realizacdo em que os referidos péptidos
N-terminal e C-terminal do composto imunocadjuvante de interesse
consistem nas sequéncias de aminodcidos 1-160 e 406-494 da
SEQ ID N° 1, o péptido da invengdo derivado da flagelina
consiste na sequéncia de aminodcidos SEQ ID N° 1, removida da
sequéncia de aminocdcidos que se estende desde a posicdo de
aminodcidos 161 até a posicgdo de aminodcidos 405. A sequéncia da
flagelina-péptido da invencdo ¢é também denominada, na presente

descricdo como “Fl1liCpie1-405" ou “flagelina F1liCpig1-405" .

De acordo com uma forma de realizacdo preferida, o referido
péptido N-terminal e o referido péptido C-terminal do composto
imunoadjuvante da invencao estdo vantajosamente ligados, um ao
outro, através da cadeia espagadora NH,-Gly-Ala-Ala-Gly-COOH
acima mencionada (i. e., na substituicdo da sequéncia eliminada

161-405); o residuo de aminodcidos asparagina localizado na
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posicdo 488 da SEQ ID N° 1 é também vantajosamente substituido

por um residuo de serina.

O péptido da invencdo derivado da flagelina assim obtido é
uma sequéncia de 253 aminodcidos, em que a sequéncia peptidica

consiste na SEQ ID N° 25.

A numeracdo do polipéptido comeca no primeiro aminodcido
apdés a eventual metionina N-terminal (ndo apresentada na
SEQ ID N° 25), que é tipicamente excisada pela aminopeptidase da
metionina em células hospedeiras das bactérias como abaixo

revelado.

Na forma de realizacdo em que os vreferidos péptidos
N-terminal e C-terminal do composto imunoadjuvante de interesse
consistem nas sequéncias de aminodcidos 1-137 e 406-494 da
SEQ ID N° 1, o ©péptido da invengdo derivado da flagelina
consiste na sequéncia de aminoadcidos SEQ ID N° 1, removida da
sequéncia de aminodcidos que se estende da posicdo de
aminodcidos 138 até a posicdo de aminodcidos 405. A sequéncia da
invengdo da flagelina-péptido € também denominada na presente

descricao “F1liCai3s 405" ou “flagelina F1iCaizg 405" .

De acordo com uma forma de realizacao preferida, o referido
péptido N-terminal e o referido péptido C-terminal do composto
imunoadjuvante da invencdo estdao vantajosamente ligados, um ao
outro, através da cadeia espacadora NH;-Gly-Ala-Ala-Gly-COOH
acima mencionada (i. e., em substituicdo da sequéncia eliminada
138-405); o residuo de aminocdcidos asparagina localizado na
posicao 488 da SEQ ID N° 1 é também vantajosamente substituido

por um residuo de serina.
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O péptido da invencdo derivado da flagelina assim obtido é
uma sequéncia de 230 aminodcidos, em que a sequéncia peptidica

consiste na SEQ ID N° 26.

A numeragdo do polipéptidos comega no primeiro aminodcido
ap6s a eventual metionina N-terminal (ndo apresentada na
SEQ ID N° 26), que & tipicamente excisado pela aminopeptidase da
metionina em células hospedeiras das Dbactérias como abaixo

divulgado.

Na forma de realizacdo em que os referidos péptidos
N-terminal e C-terminal do composto imunoadjuvante de interesse
consistem nas sequéncias de aminodcidos 1-99 e 406-494 da
SEQ ID N° 1, o péptido da invengdo derivado da flagelina
consiste na sequéncia de aminodcidos SEQ ID N° 1, removida da
sequéncia de aminodcidos que se estende desde a posicao de
aminodcidos 100 até a posicdo de aminodcidos 405. A sequéncia da
invencao da flagelina-péptido ¢é também designada na presente

descricdo “F1liCaip0-a05” ou “flagelina F1iCai00-405".

De acordo com uma forma de realizacdo preferida, o referido
péptido N-terminal e o referido péptido C-terminal do composto
imunoadjuvante da invencao estdao vantajosamente ligados um ao
outro através da cadeia espacgadora NH,-Gly-Ala-Ala-Gly-COOH acima
mencionada (i. e., em substituicdo da sequéncia eliminada 100-
405); o residuo de aminocdcidos asparagina localizado na posicao
488 da SEQ ID N° 1 & também vantajosamente substituido por um

resido de serina.

O péptido da invencdo derivado da flagelina assim obtido é
uma sequéncia de 192 aminodcidos, em que a sequéncia peptidica

consiste na SEQ ID N° 27.
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A numeracdo do polipéptido comeca no primeiro aminodcido
apdés a eventual metionina N-terminal (ndoc apresentada na
SEQ ID N° 27), que & tipicamente excisada pela aminopeptidase da
metionina nas células hospedeiras das bactérias como revelado

abaixo.

Sintese do péptido imunoadjuvante da invengdo

0O péptido da invencdo derivado da flagelina pode ser
sintetizado pelas células recombinantes obtidas por engenharia
genética, ou através de qualguer um dos métodos para sintese
gquimica ou enzimatica de péptidos, que sdo bem conhecidos do

especialista na técnica.

1. Sintese pelas células recombinantes

O péptido derivado da flagelina de acordo com a invencgao
pode ser produzido de forma recombinante pelas células
recombinantes que foram transfectadas com um &acido nucleico que
codifica a sua sequéncia de aminodcidos e permite a sua producgdo

eficaz nas células transfectadas.

Sequéncia de d4dcidos nucleicos que codifica o péptido da

invenc¢cdo derivado da flagelina

As modificacdes da referida sequéncia peptidica de flagelina
pode ser criadas wutilizando técnicas de mutagénese de ADN

recombinante.
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Sao conhecidos dos especialistas na técnica varios métodos
para construir e modificar sequéncias de ADN e a escolha dos

referidos métodos recombinantes.

As técnicas de “mutagénese recombinante” compreendem, por
exemplo, mutagénese dirigida a um sitio e mutagénese por PCR
(ver, em particular, Current Protocols in Molecular Biology,
2007 by John Wiley e Sons, Inc., Capitulo 8 e 15).

A referida reacgcdo em cadeia pela polimerase (PCR) &
particularmente Util para uma vasta gama de processos e
aplicacdes de mutacdo. Os processos de mutagénese por PCR tornam
possivel modificar e construir qualquer ADN alvo facilmente e
eficientemente. Isto inclui a introducdao de, por exemplo,

mutuacdes pontuais, delecdes ou insercdes.

Estas técnicas sao implementadas, por exemplo, no gene fliC
de tipo selvagem da SEQ ID N° 3, isolado de estirpes de S.
Typhimurium ATCC14028 que codifica o péptido da flagelina
identificado pela SEQ ID N° 1.

Numa forma de realizacdo preferida, o gene fliC acima
mencionado é eliminado por uma porcao central do seu comprimento
por mutagénese de PCR (ver, em particular, Current Protocols in
Molecular Biology, 2007 by John Wiley e Sons, Inc., Capitulo 8 e
15), Utilizando pares de iniciadores adequados selecionados em
funcéao das sequéncias desejadas N-terminal e C-terminal

pesquisadas para o péptido da invencéo.

Por exemplo, com base num plasmideo derivado de pBR322

contendo o referido gene fl1iC de tipo selvagem da SEQ ID N° 3,
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sob o controlo do seu préprio promotor, 08 seguintes pares de
iniciadores podem ser utilizados na técnica de mutagénese por

PCR:

- SEQ ID N° 4 e SEQ ID N° 5, para os péptidos N-terminal
e C-terminal consistindo nas sequéncias de aminodcidos
1-99 e 401-494 da SEQ ID N° 1, respectivamente;

- SEQ ID N° 4 e SEQ ID N° 6, para os péptidos N-terminal
e C-terminal consistindo nas sequéncias de aminodacidos
1-99 e 406-494 da SEQ ID N° 1, respectivamente;

- SEQ ID N° 7 e SEQ ID N° 5, para os péptidos N-terminal
e C-terminal consistindo nas sequéncias de aminodcidos
1-137 e 401-494 da SEQ ID N° 1, respectivamente;

- SEQ ID N° 7 e SEQ ID N° 6, para os péptidos N-terminal
e C-terminal consistindo nas sequéncias de aminoacidos
1-137 e 406-494 da SEQ ID N° 1, respectivamente;

- SEQ ID N° 8 e SEQ ID N° 5, para os péptidos N-terminal
e C-terminal consistindo nas sequéncias de aminodcidos
1-160 e 401-494 da SEQ ID N° 1, respectivamente;

- SEQ ID N°® 8 e SEQ ID N° 6, para os péptidos N-terminal
e C-terminal consistindo nas sequéncias de aminoacidos
1-160 e 406-494 da SEQ ID N° 1, respectivamente;

- SEQ ID N° 9 e SEQ ID N° 5, para os péptidos N-terminal
e C-terminal consistindo nas sequéncias de aminodcidos
1-173 e 401-494 da SEQ ID N° 1, respectivamente;

- SEQ ID N° 9 e SEQ ID N° 6, para os péptidos N-terminal
e C-terminal consistindo nas sequéncias de aminoacidos

1-173 e 406-494 da SEQ ID N° 1, respectivamente.

Para alterar a asparagina da posicdao 488 da SEQ ID N° 1 para

uma serina, por exemplo, pode ser utilizada mutagénese dirigida
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a um sitio <com o8 seguintes iniciadores SEQ ID N° 10 e

SEQ ID N° 11.

Para introduzir o ligante NH,;-Gly-Ala-Ala-Gly-COOH na juncéao
1-99, 1-137, 1-160 ou 1-173 com 401-494 ou 406-494 dos péptidos
recombinantes da flagelina, pode =ser adicionada a seguinte
sequéncia de ADN GGTGCAGCTGGA na extremidade 5’ das sequéncias
do iniciador SEQ ID N°5 e SEQ ID N°6, sando origem a iniciadores
denominados, respectivamente, “F-ligante-401" da sequéncia

SEQ ID N° 12 e “F-ligante-406" de sequéncia SEQ ID N° 13.

A sequéncia de ADN adequada para produzir o péptido da
invencdo derivado da fagelina F1iCa174-400, €, por exemplo, da

sequéncia SEQ ID 14.

Um &cido nucleico adequado para produzir o péptido da
invencdo derivado da fagelina F1liCpi161-405, €, por exemplo, da

sequéncia SEQ ID 28.

Um &cido nucleico adequado para produzir o péptido da
invencdo derivado da fagelina F1iCai3g-405, €, por exemplo, da

sequéncia SEQ ID 29.

Um &cido nucleico adequado para produzir o péptido da
invencao derivado da fagelina F1iCA100-405, ¢é, por exemplo, da

sequéncia SEQ ID 30.

Selecgdo e Utilizagdo de um Vector Replicavel

A sequéncia de acidos nucleicos aqui divulgada, codificando

o péptido derivado da flagelina de interesse, pode ser inserida
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num vector replicdvel para clonagem (amplificacdo do ADN) ou

para expressao.

Estdo disponiveis ao publico varios vectores. O vector pode,
por exemplo, estar na forma de um plasmideo, cosmideo, particula
viral, ou fago. A sequéncia apropriada de &acidos nucleicos pode
ser inserida no vector através de uma variedade de processos. Em
geral, o ADN é inserido num sitio(s) de endonuclease(s) de
restricdo apropriado(s) utilizando  técnicas conhecidas na

técnica.

Os componentes de vector incluem, de um modo geral, mas nao
estdo limitados a, uma ou mais de uma sequéncia sinal se a
sequéncia for para ser excretada, uma origem de replicacao, um
ou mails genes marcadores, um elemento intensificador, um

promotor e uma sequéncia de terminacdo de transcricao.

A construcao de vectores adequados contendo um ou mais
destes componentes emprega técnicas de ligacgdo convencionais que

sdo conhecidas dos especialistas na técnica.

O péptido derivado da flagelina de interesse pode ser
produzido recombinantemente ndo apenas directamente, mas também
como um polipéptido de fusdao com um polipéptido heterdlogo, que
pode ser uma sequéncia sinal ou outro polipéptido possuindo um
sitio de clivagem especifico no terminal N da proteina ou
péptido maduros. Em geral, a sequéncia sinal pode ser um
componente do vector ou pode ser uma parte do ADN que codifica o
polipéptido de interesse que € inserido no vector. Uma sequéncia
sinal pode ser uma sequéncia sinal procaridética seleccionada,
por exemplo, do grupo da fosfatase alcalina, penicilinase, Ipp

ou 1lideres de enterotoxina II resistentes ao calor. Para a
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secrecdao em leveduras, a sequéncia sinal pode ser, e. g., a
invertase lider de levedura, factor alfa lider (incluindo factor
alfa lider de Saccharomyces e Kluyveromyces, estando o ultimo
descrito na Pat. U.S. N° 5010182) ou lider da fosfatase &cida, a
lider da gluccamilase de (€. albicans (documento EP 362179
publicado a 4 de Abril de 1990), ou o sinal descrito em WO
90/13646 publicado a 15 de Nov. de 1990. Na expressdo em células
de mamiferos, podem ser utilizadas sequéncias sinal de mamiferos
para dirigir a secrecdo da proteina, tais como sequéncias sinal
de polipéptidos secretados da mesma espécie ou de espécies

relacionadas, assim como lideres secretores virais.

Os vectores de expressao e clonagem contém a sequéncia de
dcidos nucleicos qgue permite que o vector se replique numa ou
mais células hospedeiras seleccionadas. Essas sequéncias sao bem
conhecidas para uma variedade de bactérias, leveduras e virus. A
origem de replicacdo do plasmideo pBR322 ¢é adequado para a
maioria das Dbactérias Gram-negativas, a origem do plasmideo
2.mu. € adequada para a levedura e varias origens virais (SV40,
polioma, adenovirus, VSV ou BPV) sao uteis para vectores de

clonagem em células de mamiferos.

Os vectores de expressao e de clonagem irao, tipicamente,
conter um gene de seleccgao, também denominado um marcador de
seleccao. Genes de seleccédo tipicos codificam proteinas que (a)
conferem resisténcia a antibiéticos ou outras toxinas, e. g.,
ampicilina, neomicina, metotrexato ou tetraciclina, (b)
complementam deficiéncias auxotrdéficas ou (c) fornecem
nutrientes criticos nado disponiveis a partir de meios complexos,

e. g., o0 gene que codifica a racemase de D-alanina para Bacilos.
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Um exemplo de marcadores de seleccao adequados para células
de mamiferos sdo aqueles que permitem a identificacdao de células
competentes para incorporar o acido nucleico que codifica o
péptido derivado da flagelina de interesse, tal como DHFR ou
timidina c¢inase. Uma célula hospedeira apropriada quando é
empregue DHFR de tipo selvagem € a linha celular CHO deficiente
em actividade de DHFR, preparada e propagada como descrito por
Urlaub et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77: 4216 (1980). Um
gene de seleccédo adequado para utilizacdo em leveduras €& o gene
trp 1 presente no plasmideo de leveduras YRp7. Stinchcomb et
al., Nature, 282: 39 (1979); Kingsman et al., Gene, 7: 141
(1979); Tschemper et al, Gene, 10: 157 (1980). O gene trpl
proporciona um marcador de seleccgdo para uma estirpe mutante de
leveduras sem a capacidade para crescer em triptofano, por
exemplo, ATCC N° 44076 ou PEP4-1. Jones, Genetics, 85: 12
(1977) .

Os vectores de expressao e de clonagem, normalmente, contém
um promotor ligado operacionalmente a sequéncia de Aacidos
nucleicos codificando o péptido derivado da flagelina para
dirigir a sintese de ARNm. Os promotores reconhecidos por uma
variedade de células hospedeiras potenciais sao bem conhecidos.
Os promotores adequados para utilizacao com hospedeiros
procaridéticos incluem os sistemas da Dbeta-lactamase e do
promotor da lactose (Chang et al., Nature, 275: 615 (1978);
Goeddel et al., Nature, 281: 544 (1979)), fosfatase alcalina, um
sistema de promotor de triptofano (trp) (Goeddel, Nucleic Acids
Res., 8:4057 (1980); documento EP 36776), e promotores hibridos
tais como o promotor tac (deBoer et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 80: 21-25 (1983)). Promotores para utilizacdo em sistemas

bacterianos também irdo conter uma sequéncia de Shine-Dalgarno
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(S.D.) ligada operacionalmente ao ADN que codifica o péptido

derivado da flagelina de interesse.

Exemplos de sequéncias promotoras adequadas para utilizacéao
com hospedeiros de levedura incluem os promotores para a
3-fosfoglicerato cinase (Hitzeman et al., J. Biol. Chem., 255:
2073 (1980)) ou outras enzimas glicoliticas (Hess et al., J.
Adv. Enzyme Reg., 7: 149 (1968); Holland, Biochemistry, 17: 4900
(1978)), tais como enolase, gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase, hexocinase, piruvato descarboxilase,
fosfofrutocinase, glucose-6-fosfato isomerase, 3-fosfoglicerato
mutase, piruvato cinase, triosefosfato isomerase, fosfoglucose

isomerase e glucocinase.

Outros promotores de levedura que sao promotores indutiveis
tendo a vantagem adicional da transcricdao controlada pelas
condigdes de crescimento sdo as regibdes promotoras para a alcool
desidrogenase 2, isocitocromo C, fosfatase acida, enzimas
degradadores associados ao metabolismo do azoto, metalotioneina,
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase e enzimas responsaveis
pela utilizagdo da maltose e da galactose. Vectores e promotores
adequados para utilizacdo na expressao em leveduras sao ainda

descritos no documento EP 73657.

A transcrigdo de &acidos nucleicos de interesse a partir de
vectores em células hospedeiras de mamiferos é controlada, por
exemplo, através dos promotores obtidos dos genomas de virus
tais como 0 virus polioma, virus da wvariola das aves
documento (UK 2211504 publicado a 5 de Julho de 1989), adenovirus
(tais como Adenovirus 2), virus do papiloma bovino, virus do
sarcoma aviario, citomegalovirus, um retrovirus, virus da

hepatite-B, e Virus Simio 40 (SV40); por promotores de mamifero
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heterdélogos, e. g., o promotor da actina ou um promotor da
imunoglobulina; e por promotores de choque térmico, desde que
esses promotores sejam compativeis com os sistemas da célula

hospedeira.

A transcricao de um ADN que codifica o péptido derivado da
flagelina de interesse por eucariotas superiores pode ser
aumentada inserindo uma sequéncia intensificadora no wvector. Os
intensificadores sdao elementos de actuacao cis do ADN,
normalmente cerca de 10 até 300 pb, que actuam num promotor para
aumentar a sua transcricdo. Muitas sequéncias intensificadoras
sao agora conhecidas de genes de mamiferos (globina, elastase,
albumina, .alfa.-fetoproteina e insulina). Tipicamente, contudo,
ird utilizar-se um intensificador de um virus de células
eucaridéticas. Exemplos incluem o intensificador SV40 no lado
tardio da origem de replicacdo (pb 100-270), o intensificador do
promotor precoce de citomegalovirus, o intensificador do polioma
no lado tardio da origem de replicacdo e intensificadores de
adenovirus. O intensificador pode ser separado do vector numa
posicao a 5’ ou 3’ da sequéncia que codifica os polipéptidos de
interesse, mas estd, de um modo preferido, localizado no sitio

5’ do promotor.

Vectores de expressao utilizados em células hospedeiras
eucaridéticas (células de leveduras, fungos, insectos, plantas,
animais, humanas, ou nucleadas de outros organismos
multicelulares) também irdo conter sequéncias necessdrias para a
terminagcdo da transcricdo e para estabilizar o ARNm. Essas
sequéncias estdo normalmente disponiveis da extremidade 57,
ocasionalmente 37, regides nao traduzidas de ADN ou CcADN
eucaridéticos ou virais. Estas regides contém segmentos de

nucledétidos transcritos como fragmentos poliadenilados na porgao
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ndo traduzida do ARNm que codifica o péptido derivado da

flagelina de interesse.

Ainda outros métodos, vectores e células hospedeiras
adequados para adaptacdo a sintese do péptido derivado da
flagelina de interesse em cultura de células de cultura de
vertebrados recombinantes sao descritos em Gething et al.,
Nature, 293: 620-625 (1981); Mantei et al., Nature, 281: 40-46
(1979); documentos EP 117060; e EP 117058.

Seleccdo e Transformacdo de Células Hospedeiras

As células hospedeiras sao transfectadas ou transformadas
com vectores de expressdao ou clonagem aqui descritos para a
produgao de péptido derivado de flagelina e cultivadas em meios
de nutriente convencionais modificados como apropriado para
induzir promotores, transformantes de seleccao ou amplificacéao

dos genes que codificam as sequéncias desejadas.

As condigdes de cultura, tais como meios, temperatura, pH e
semelhantes, podem ser seleccionadas ©pelo especialista na
técnica sem experimentacdo desnecessaria. Em geral, principios,
protocolos e técnicas prdaticas para maximizar a produtividade de
culturas celulares podem ser encontrados em Mammalian Cells
Biotechnology: A Practical Approach, M. Butler, ed. (IRL Press,
1991).

Sao conhecidos do especialista na técnica métodos de
transfeccao, por exemplo, tratamento com CaPO, e electroporacgao.
Dependendo da célula hospedeira utilizada, a transformacao é

realizada utilizando técnicas convencionais apropriadas para
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essas células. O tratamento de cédlcio que emprega cloreto de
calcio, como descrito em Sambrook et al., supra, ou a
electroporacao ¢, de um modo geral, utilizada para procariotas
ou outras células que contém barreiras de parede celular
substanciais. A infeccdao com Agrobacterium tumefaciens é
utilizada para a transformacao de certas células vegetais, como
descrito por Shaw et al., Gene 23: 315 (1983) e documento
WO 89/05859 publicado a 29 de Junho de 1989. Para as células de
mamiferos sem essas paredes celulares, pode ser empregue o
método da precipitacdo com fosfato de cdlcio de Graham e van der
Eb, Virology, 52:456-457 (1978) . Aspectos gerais das
transformacdes do sistema de células hospedeiras de mamiferos
foram descritos na Pat. U.S. N° 4399216. As transformacgdes em
leveduras sao tipicamente realizadas de acordo com o método de
Van Solingen et al., J. Bact., 130: 946 (1977) e Hsiao et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. (USA), 76: 3829 (1979). Contudo, outros
métodos para introduzir o ADN nas c¢élulas, tails como por
microinjeccdo nuclear, electroporacao, fusdao de protoplastos
bacterianos com células intactas ou ©policatides, e. 9.,
polibreno ou poliornitina, também podem ser utilizados. Para
vadrias técnicas para transformar células de mamiferos, ver,
Keown et al., Methods 1in Enzymology, 185: 527-537 (1990) e
Mansour et al., Nature, 336: 348-352 (1988).

Células hospedeiras adequadas para clonar ou expressar o ADN
nos vectores agqui apresentados incluem células de procariotas,

de levedura ou de eucariotas superiores.

Procariotas adequados incluem, mas nao estdao limitados a,
eubactérias, tais como organismos Gram-negativos ou Gram-
positivos, por exemplo, Enterobacteriaceae tais como E. coli.

Varias estirpes de E. coli estdo disponiveis ao publico, tais
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como a estirpe de E. coli K12 MM294 (ATCC 31,446); E. coli X1776
(ATCC 31,537); estirpe de E. coli W3110 (ATCC 27,325); e K5772
(ATCC 53,635). Outras células hospedeiras procaridticas
adequadas incluem Enterobacteriaceae, tais como Escherichia,
e. g., FE. coli, Enterobacter, FErwinia, Klebsiella, Proteus,
Salmonella, e. g., Salmonella typhimurium, Serratia, e. g.,
Serratia marcescans, e Shigella, assim como Bacilli, tais como
B. subtilis e B. licheniformis (e. g., B. licheniformis 41P
revelado em DD 266710 publicado a 12 de Abril de 1989),
Pseudomonas, tal como P. aeruginosa, e Streptomyces. Estes

exemplos sao ilustrativos em vez de limitantes.

A estirpe SIN4l de Salmonella typhimurium (f£f1iC f13jB), é
particularmente interessante para a produgcdao do péptido derivado
de flagelina, uma vez que estas células hospedeiras
procaridticas nado segregam quaisgquer flagelinas (Proc Natl Acad
Sci USA. 2001;98:13722-7). Contudo, as flagelinas sao secretadas
através do sistema de secrecao especializado: o denominado
“Sistema de secrecdo de Tipo III”. Curiosamente, a estirpe SIN4l
produz todos os componentes do sistema de secregado de tipo III
necessario para a secrecdao de flagelina Optima. A sequéncia de
clonagem que codifica novos péptidos de flagelina sob o promotor
f1iC permite a secregcdo em grandes quantidades do péptido

derivado de flagelinas de interesse na estirpe SIN4l1.

A estirpe W3110 & também interessante porque € uma estirpe
hospedeira comum para fermentacgdes do produto de ADN
recombinante. De um modo preferido, a célula hospedeira segrega
quantidades minimas de enzimas proteoliticas. Por exemplo, a
estirpe W3110 pode ser modificada para realizar uma mutacgao
genética nos genes que codificam proteinas enddgenas para o

hospedeiro, com exemplos desses hospedeiros incluindo E. colil
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W3110 estirpe 1A2, que possuil o gendtipo completo tond; E. coli
W3110 estirpe 9E4, que possui o gendétipo completo tonA ptr3;
E. coli W3110 estirpe 27C7 (ATCC 55,244), que possui o gendtipo
completo tonA ptr3 phoA EI15 (argF-lac)l169 degP ompT kan.sup.r;
E. coli W3110 estirpe 37D6, que possul o gendtipo completo tona
ptr3 phoA E15 (argF-lac)l69 degP ompT rbs7 1ilvG kan.sup.r;
E. coli W3110 estirpe 40B4, gque é a estirpe 37D6 com uma mutacao
de delecgado degP de resisténcia a antibidéticos nado canamicina; e
uma estirpe de E. coli que possuli a protéase periplédsmica
mutante divulgada na Pat. U.S. Pat. N° 4946783 publicado a 7 de
Agosto de 1990. As estirpes de E. coli MG1655, MG1655 AfimA-H ou
MKS12, a f1iD- e a estirpe com delecgcao de -fimA-H- MG1l655 sao
também candidatos interessantes para a produgdao de flagelinas
recombinantes como proteinas secretadas (Nat Biotechnol. 2005;
(4):475-81). Alternativamente, sado adequados métodos de clonagem
in vitro, e. g., PCR ou outras reaccdes de polimerase de Aacidos

nucleicos.

Além dos procariotas, os micrdbios eucaridticos tais como
fungos filamentosos ou leveduras, sao hospedeiros de clonagem ou
de expressao adequados para os vectores que codificam o péptido

derivado de flagelina.

Saccharomyces cerevisiae é um microrganismo hospedeiro
eucaridético inferior de utilizacdo muito comum. Outros incluem
Schizosaccharomyces pombe (Beach e Nurse, Nature, 290: 140
[1981]; documento EP 139383 publicado em 2 de Maio de 1985);
hospedeiros de Kluyveromyces (Pat. U.S. N° 4943529; Fleer
et al., Bio/Technology, 9: 968-975 (1991)) tais como, e. g., K.
lactis (MW98-8C, CBS683, CBS4574; Louvencourt et al., J.
Bacteriol., 737 [19831), K. fragilis (ATCC 12,424), K.

bulgaricus (ATCC 16,045), K. wickeramii (ATCC 24,178), K. waltii
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(ATCC 56,500), K. drosophilarum (ATCC 36,906; Van den Berg et
al., Bio/Technology, 8:135 (1990)), K. thermotolerans, e K.
marxianus; yarrowia (documento EP 402226); Pichia pastoris (EP
183 070; Sreekrishna et al., J. Basic Microbiol., 28: 265-278
[1988]); Candida; Trichoderma reesia (EP 244 234); Neurospora
crassa (Case et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 76: 5259-5263
[1979]); Schwanniomyces tais como Schwanniomyces occidentalis
(documento EP 394538 publicado a 31 de Out. 1990); e fungos
filamentosos tais como, e. g., Neurospora, Penicillium,
Tolypocladium (documento WO 91/00357 publicado a 10 de Jan. de
1991) e hospedeiros de Aspergillus, tal como A. nidulans
(Ballance et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 112: 284-289
[1983]; Tilbum et al., Gene, 26: 205-221 [1983]; Yelton et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81: 1470-1474 1[1984]) e A. niger
(Kelly e Hynes, EMBO J., 4: 475-479 [1985]). As leveduras
metilotrdépicas sao aqui adequadas e incluem, mas nao estao
limitadas a, leveduras capazes de crescer em metanol
seleccionado a partir dos géneros gque consistem em Hansenula,
Candida, Kloeckera, Pichia, Saccharomyces, Torulopsis e
Rhodotorula. Uma lista de espécies especificas que sao
exemplares desta classe de leveduras pode ser encontrada em C.

Anthony, The Biochemistry of Methylotrophs, 269 (1982).

Células hospedeiras adequadas para a expressao dos acidos
nucleicos que codificam o péptido derivado da flagelina de
interesse sao derivados de organismos multicelulares. Exemplos
de células invertebradas incluem células de insectos, tais como
Drosophila S2 e Spodoptera Sf9, assim como células vegetais.
Exemplos de linhas de células hospedeiras de mamiferos uteis
incluem células de ovario de hamster chinés (CHO) e células COS.
Exemplos mais especificos incluem a linha CV1l de rim de macaco

transformada por SvV40 (C0OS-7, ATCC CRL 1651); 1linha de rim
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embriondria humana (células 293 ou 293 subclonadas para o
crescimento em cultura de suspensao, Graham et al., J. Gen.
Virol., 36: 59 (1977)); células de ovadrio de hamster chinés/-
DHFR (CHO, Urlaub e Chasin, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77:4216
(1980)); células de sertoli de murganho (TM4, Mather, Biol.
Reprod., 23:243-251 (1980)); células do pulmdao humanas (W138,
ATCC CCL 75); células do figado humanas (Hep G2, HB 8065); e
tumor mamario humano (MMT 060562, ATCC CCL51). A seleccdo da
célula hospedeira apropriada ¢é considerada como estando dentro

do especialista na técnica.

Métodos gerais para a purificacdo do péptido derivado da

flagelina de interesse

As formas de péptido derivado da flagelina de interesse
podem ser recuperadas do meio de cultura ou a partir de lisados

das células hospedeiras.

Se ligado a membrana, pode ser libertado da membrana
utilizando uma solugao de detergente adequado (e. 9.,

TRITON-- X.TM. 100) ou por clivagem enzimdtica.

As células empregues na expressdao do 4acido nucleico que
codificam o péptido derivado da flagelina de interesse podem ser
rebentadas através de varios meios fisicos ou quimicos, tais
como ciclos de congelacao-descongelacdo, sonicagao, rebentamento

mecédnico, ou agentes de lise celular.

Pode ser desejavel purificar o polipéptido de interesse a
partir de proteinas ou polipéptidos da célula recombinante. Os

seguintes processos sao exemplares de processos de purificacéao
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adequados: através de fraccionamento numa coluna de permuta
idénica; precipitacao em etanol; HPLC de fase reversa;
cromatografia em silica ou numa resina de permuta catidnica tal
como DEAE; focagem cromatografica; SDS-PAGE; precipitacdo com
sulfato de aménia; filtracdo em gel utilizando, por exemplo,
colunas de Sephadex G-75; de Proteina A Sepharose para remover
contaminantes, tal como IgG; e colunas de quelante metdlico para
ligar formas marcadas no epitopo do péptido derivado da

flagelina de interesse.

Podem ser empregues varios métodos de purificacdo de
proteina e esses métodos sao conhecidos na técnica e descritos,
por exemplo, em Deutscher, Methods in FEnzymology, 182 (1990);
Scopes, Protein Purification: Principles and Practice (Springer-
Verlag: Nova Iorque, 1982). Os passo(s) de purificacao
seleccionado(s) irdo depender, por exemplo, da natureza do
processo de producgcdo utilizado e do ©péptido derivado da

flagelina particular produzido.

Numa forma de realizacdao preferida, o péptido derivado da
flagelina é purificado a partir do sobrenadante de
S. Typhimurium SIN4l recombinante (f1iC £f13jB), como divulgado

nos Exemplos.

Em particular, foram cultivadas Salmonella em meio
Luria-Bertani (LB) durante 6-18 horas, a 37 °C, com agitacao. O
sobrenadante foi filtrado e saturado com 60% de sulfato de
amédnio (Sigma Aldrich, USA). Os materiais precipitados foram
recuperados por centrifugacdo, solubilizacdo em Tris/HC1l a 20 mM
PH 7,5 e depois didlise. As proteinas foram ainda purificadas
através de rondas sucessivas de hidroxiapatite, permuta

aniénica, e cromatografia de exclusdao de tamanho (Bio-Rad
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Laboratories, USA; GE Healthcare, Suécia). Por ultimo, as
proteinas foram esgotadas de lipopolissacaridos (LPS) utilizando
uma coluna de polimixina B (Pierce, USA). Utilizando o ensaio de
Limulus (Associates of Cape Cod Inc., USA), a concentracao de
LPS residual foi determinada como sendo inferior a 30 pg LPS por

g de flagelina recombinante.

Purificagdo do péptido derivado da flagelina de interesse

por cromatografia de Imunoartfinidade

Noutras formas de realizacao, um péptido derivado da
flagelina, de acordo com a invencado, pode ser purificado por

separacao num substrato de cromatografia de imuncafinidade.

O referido substrato de cromatografia de imunoafinidade
compreende anticorpos anti-flagelina que foram ai imobilizados.
Por anticorpos “anti-flagelina”, pretende-se aqui que os
anticorpos que se ligam a wuma flagelina nativa ou a uma
flagelina com delecdo da regido hipervaridvel, incluindo aqueles

abrangidos pela presente invengao.

De um modo preferido, os anticorpos anti-flagelina consistem
em anticorpos monoclonais, incluindo anticorpos anti-flagelina

de murganho.

Foi demonstrado, de acordo com a invenc¢do, gue os anticorpos
anti-flagelina que foram obtidos por um método compreendendo um
passo de imunizar murganhos com a flagelina FIiCpi74-400 cCOM
delecdo da regido hipervaridvel que € divulgada noutro 1local

nesta descrigdo, reconhecem a flagelina nativa e qualgquer uma
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das flagelinas com uma regido hipervaridvel eliminada gque séo

aqui divulgados.

Assim, em certas formas de realizacdo preferidas de um
substrato de cromatografia de imunoafinidade, 0 referido
substrato compreende anticorpos monoclonais de murganho

dirigidos contra FIiCa174-400-

O referido substrato de cromatografia de afinidade preferido

pode ser preparado como se segue

- As ascites de murganho contendo anticorpos monoclonais
anti-F1iCa174-400 foram purificadas em colunas Econo-Pac
proteina A (N° 732-2022 Affi-gel; Bio-Rad).

- Os anticorpos monoclonais anti-F1iCai74-400 purificados
resultantes (que podem ser também denominados “B23C5")
foram acoplados covalentemente através de grupos amino
primdarios a uma coluna de N-hidroxissuccinimida-
activada Sepharose™ de elevado desempenho
(N° 17-0716-01 Hitrap NHS activated HP de GE
Healthcare), dando origem a coluna de afinidade
especifica para a flagelina. O rendimento da acoplagem

fol de 98%.

Como apresentado nos exemplos aqui referidos, a coluna de
afinidade especifica para a flagelina acima permite uma
separacdo altamente especifica da flagelina nativa e assim
também de qualquer uma das flagelinas com a regido hipervaridvel
eliminada que sao aqui divulgadas, dos outros constituintes

proteicos ou nao proteicos contidos na amostra de partida.
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Um método para purificar a flagelina ou gualquer uma das
flagelinas com uma regido hipervaridvel eliminada que sao aqui

reveladas é descrito abaixo:

— Sobrenadantes contendo flagelina da cultura de
S. Typhimurium SIN41 recombinante ou E. coli foram
centrifugados, filtrados através de uma membrana de

0,22 pm, diluidos um para um com tampao de ligacgao (75 mM
Tris-HCl1 pH8) e aplicado a wuma coluna de afinidade
especifica para a flagelina descrita acima.

— Depois, a coluna de afinidade especifica para a flagelina
foi lavada com 15-20 CV (volume da coluna) do tampao de
ligagao.

— Depoils, as proteinas foram eluidas com 3 CV de tampaoc de
eluicao (100 mM de glicina-HC1l, 0,5 M de NaCl, pH 2,7) e
as fracgdes foram imediatamente neutralizadas com 500 pL
de Tris 1,5 M pH 8,9 para evitar a exposicao prolongada a
pH acido.

— Depois, a coluna foi regenerada com 10 CV de tampao de
ligagcdo e armazenada, a 4 °C, com 0,02% de azida de

sédio.

Um perfil de cromatografia tipico é ilustrado na Figura 13,
que apresenta (i) a curva de absorvéncia (0.D.) a 280 nm (linha
com caixas quadradas a cheio) e (ii) a curva de condutividade
eléctrica. Os numeros com setas na Figura 13 correspondem aos
periodos de tempo em que as fracgdes do liquido fluem da coluna
foram recolhidos sucessivamente a luz de outras andlises do seu
conteudo em flagelina (ver Figura 14 e o parédgrafo abaixo). As

fracgdes recolhidos numeradas consistem em, respectivamente:
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- n° 1- 5 pL da amostra antes de aplicar (3 ug)= gquantidade
total colocada =900 ng

- n°® 2- 20 pL da amostra aplicada apds corrida na coluna

- n°® 3- 20 pL da lavagem da coluna

- n® 4 - 20 pL da lavagem da coluna

- n®° 5, 6 & 7- 20 puL de cada uma das respectivas fracgdes
apds tampdo de eluicdo: quantidade total = 900 ug

- n® 8 — 20 pL de reequilibrio da coluna

A Figura 14 apresenta a fotografia de um ensaio de
transferéncia de Western que foi realizada wutilizando as
fracgdes 1 até 8 referidas na Figura 13 como o material de

partida respectivo.

2. Sintese quimica

Em certas formas de realizacdao, um péptido da invencao pode
ser sintetizado através de técnicas convencionais da sintese de

péptidos quimicos.

Por exemplo, a sequéncia peptidica derivada de flagelina de
interesse pode ser produzida através da sintese do péptido
directo utilizando técnicas de fase sélida, como aquelas
descritas por Stewart et al., Solid-Phase Peptide Synthesis
(W.H. Freeman Co.: San Francisco, Calif., (1969); Merrifield, J.
Am. Chem. Soc., 85: 2149-2154 (1963); Fields GB, Noble RL; 1990;
Int. J. Pept. Protein Res.; Vol. 35 : 161-214).

A sintese de proteinas in vitro pode ser realizada
utilizando técnicas manuais ou por automacdo. A sintese

automatizada pode ser realizada, por exemplo, com um
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Sintetizador de Péptidos da Applied Biosystems (Foster City,

Calif.) utilizando as instrucgdes do fabricante.

Varias porcdes do péptido de interesse podem ser
sintetizados qguimicamente separadamente e combinadas utilizando
métodos quimicos ou enzimdticos para produzir o péptido de

interesse de comprimento total.

Composig¢bes compreendendo um péptido da invencdo derivado da

flagelina

Um outro objectivo da invencao consiste numa composicdo, em
particular uma composicgao farmacéutica, compreendendo um
composto adjuvante como definido na presente descricao, em
combinacao, nomeadamente, com um ou mais excipientes

farmaceuticamente aceitdveis.

A  presente invencgao também pertence a uma composicéao
imunogénica compreendendo um composto imunoadjuvante  como
definido na presente descricado, Jjuntamente com um ou mais

antigénios.

Uma “composic¢do imunogénica”, assim que foili administrada a
um individuo ou um animal, induz uma resposta imunitéaria
protectora contra o referido um ou mais antigénio(s) que esté

(estdo) aqui compreendidos.

A presente 1invencao também se refere a uma composigao de
vacina compreendendo um composto imunoadjuvante como definido na

presente descrigdo, juntamente com um ou mais antigénios.
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Como aqui utilizado, wuma composicdo de wvacina, uma vez
administrada ao individuo ou ao animal, induz uma resposta
imunitdria protectora contra, por exemplo, um microrganismo, ou
para proteger eficazmente o individuo ou o animal contra

infeccao.

Uma composicdo de wvacina ¢é Util para a prevencao ou
melhoramento de um estado patoldgico que ird responder

favoravelmente a modulacdo da resposta imunitdria.

Imunoadjuvante

Como acima mencionado, o termo “imunoadjuvante” guando
utilizado em referéncia a uma composicdo imunogénica ou vacina,
pretende significar uma substdncia que actua de um modo geral
para acelerar, prolongar ou aumentar a qualidade de respostas

imunitdrias especificas para um antigénio.

O imunoadijuvante pode também reduzir vantajosamente o numero
de imunizacdes ou a gquantidade de antigénio necessdria para

imunizacdo para proteccéo.

Antigénio

Pode ser utilizada wuma variedade de substéncias como
antigénios num composto ou formulacao, de tipo imunogénico ou
vacina. Por exemplo, podem ser utilizados agentes patogénicos
virais e bacterianos atenuados e 1inactivados, macromoléculas
purificadas, polissacaridos, toxdides, antigénios recombinantes,

organismos contendo um gene estranho de um agente patogénico,
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péptidos sintéticos, &cidos polinucleicos, anticorpos e células
tumorais para preparar (i) uma composicdo imunogénica Util para
induzir uma resposta imunitdria num individuo ou (ii) uma vacina

util para tratar uma condicdao patoldgica.

Portanto, um péptido da invencao derivado da flagelina pode
ser combinado com uma vasta variedade de antigénios para
produzir uma composigdo imunogénica ou uma vacina util para

induzir uma resposta imunitdria num individuo.

Os especialistas na técnica serdo capazes de seleccionar um
antigénio apropriado para tratar uma condicdo patoldgica
particular e saberdao como determinar se um antigénio bruto ou

isolado é favorecido numa formulacgdo de vacina particular.

Os especialistas na técnica serao também capazes de
determinar se é preferivel ligar covalentemente ou ligar néao
covalentemente, o imunoadjuvante da invencdo ao referido um ou

mais antigénios.

Os presentes testes in vivo demonstraram que a actividade de
adjuvante de mucosa nao necessita de qualquer ligacadao entre o
péptido derivado da flagelina de interesse e o antigénio alvo,
quando administrados Jjuntamente pela via da mucosa € na vVvia

intranasal particular.

Pode ser preparado um antigénio isolado wutilizando uma
variedade de métodos bem conhecidos na técnica. Um gene due
codifica qualquer polipéptido imunogénico pode ser isolado e
clonado, por exemplo, em células bacterianas, de leveduras, de
insectos, de répteis ou de mamiferos utilizando métodos

recombinantes bem conhecidos na técnica e descritos, por
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exemplo, em Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Nova Iorque (1992) e em
Ansubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, John
Wiley and Sons, Baltimore, MD (1998). Um numero de genes dJque
codificam antigénios de superficie de agentes patogénicos
virais, Dbacterianos e protozodrios foram clonados com sucesso,
expressos e utilizados como antigénios para o desenvolvimento de
vacina. Por exemplo, o principal antigénio de superficie do
virus da hepatite B, HbsAg, a subunidade P da toxina da cdlera,
a enterotoxina de E. coli, a proteina de circunsporozoito do
parasita da maldria e um antigénio de membrana da glicoproteina
do virus Epstein-Barr, assim como antigénios de célula tumoral,
foram expressos em varios sistemas de vector/hospedeiro bem

conhecidos, purificados e utilizados nas vacinas.

Um péptido da invencadao derivado da flagelina induz uma
resposta imunitdria inata através do sistema de mucosa mediado
por TLR5 gque pode aumentar beneficamente uma resposta imunitéaria

a um antigénio recombinante.

Uma célula patologicamente aberrante para ser utilizada numa
vacina pode ser obtida a partir de qualquer fonte tal como um ou
mais individuos que possuem uma condicg¢do patoldgica ou células
cultivadas ex vivo ou 1in vitro obtidas de um ou mais desses
individuos, incluindo um individuo especifico a ser tratado com

a vacina resultante.

Moléculas imunomoduladoras

Também pode ser wutilizada wuma variedade de moléculas

imunomoduladoras em combinagcdo com o ©péptido da invencgéao
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derivado da flagelina, para alterar uma resposta imunitdria num
individuo. O tipo de alteracdo desejada ird determinar o tipo de
molécula imunomoduladora seleccionada para ser combinada com o

referido péptido da invencédo derivado da flagelina.

Por exemplo, para aumentar a resposta imunitédria inata, o
péptido da invencao derivado da flagelina pode ser combinado com
outra molécula imunomoduladora que promove uma resposta
imunitdria inata, tal como outra regido PAMP ou conservada
conhecida ou suspeita de induzir uma resposta imunitdria inata.
Sdo conhecidas uma variedade de PAMP para estimular as
actividades de diferentes membros da familia de receptores de

tipo toll.

Esses PAMP podem ser combinados para estimular uma
combinacdo particular de receptores de tipo toll gue induzem um
perfil de citocina benéfico. Por exemplo, podem ser combinados
PAMP para estimular um perfil de citocina que induz uma resposta

imunitdria Thl ou Th2.

Podem ser combinados outros tipos de moléculas
imunomoduladoras que promovem respostas imunitdrias humorais ou
mediadas por células com um péptido da invencdo derivado da
flagelina. Por exemplo, as citocinas podem ser administradas
para alterar o equilibrio das respostas imunitdrias Thl e Th2.
Os especialistas na técnica saberdo como determinar as citocinas
apropriadas Uteis para obter uma alteracdo benéfica na resposta

imunitdria para uma condicdo patoldgica particular.
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Administracdo do péptido da invencdo derivado da flagelina

o) péptido da invencao derivado da flagelina sera
administrado numa “quantidade imunogénica’” com uma ou mais
moléculas, que pretendem significar uma quantidade, tal como um
antigénio ou outra molécula imunomoduladora, necessaria para

despoletar uma resposta imunitaria.

A dosagem do péptido da invencao derivado da flagelina,
independentemente ou em combinagaoc com uma ou mais moléculas,
irdo depender, por exemplo, da condicdo patoldégica a ser
tratada, o peso e a condigcdo das terapias individuais e
anteriores ou simultédneas. A quantidade apropriada considerada
para ser uma dose i1munogénica para uma aplicacdo particular do
método pode ser determinado pelos especialistas na técnica. Os
especialistas na técnica irdo entender que a condicadao do doente
necessita de ser monitorizada através do curso da terapia e que
a quantidade da composicao que ¢ administrada pode ser ajustada

de acordo com a resposta do doente a terapia.

Como uma vacina imunoadjuvante, o péptido derivado de
flagelinas da invencao pode contribuir para a eficédcia da wvacina
através de, ©por exemplo, aumentando a imunogenicidade de
antigénios mais fracos, tais Ccomo antigénios altamente
purificados ou recombinantes, reduzindo a quantidade do
antigénio necessdrio para uma resposta imunitdria, reduzindo a
frequéncia de imunizacdo necessdria para proporcionar imunidade
protectora, melhorar a eficdcia de vacinas em individuos com
respostas imunitdrias reduzidas ou enfraquecidas, tais como
recém-nascidos, idosos e individuos imunocomprometidos, e

aumentar a 1imunidade a um tecido alvo, tal como imunidade da
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mucosa ou promover a imunidade humoral ou mediada por células ou

induzindo um perfil de citocina particular.

O péptido da invencdo derivado da flagelina induz uma
resposta imunitédria inata através da activacdo do sistema TLRS5,
em particular, agqui, a resposta da mucosa mediada por TLRS

quando administrada pela via mucosa.

Em particular, os testes in vivo demonstram gque o péptido da
invencao derivado da flagelina apresenta actividade de adjuvante
de mucosa, gque permite potenciar as respostas sistémicas e da

mucosa contra um antigénio alvo.

A resposta imunitdria inata aumenta a resposta imunitdria a
um antigénio estimulando a resposta imunitdria adaptativa.
Portanto, uma combinacao do péptido da invencdo derivado da
flagelina, com um ou mais antigénios, proporciona uma composicao
imunogénica eficaz ou vacina para induzir uma  resposta

imunitdria num individuo.

Uma combinacéo de um antigénio e/ou molécula
imunomoduladora, com um péptido da invencdo derivado da
flagelina, pode ser testada numa variedade de estudos
toxicoldégicos pré-clinicos e de seguranga bem conhecidos na

técnica.

Por exemplo, essa combinagdo pode ser avaliada num modelo
animal no qual se verificou que o antigénio é imunogénico e que
pode ser imunizados de modo reprodutivel pela mesma via proposta

para testes clinicos em humanos.
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Uma combinacéo de um antigénio e/ou molécula
imunomoduladora, com um péptido da invencdo derivado da
flagelina, pode ser testada, por exemplo, através de uma
abordagem apresentada pelo Center for Biologics Evaluation and
Research/Food and Drug Administration e National Institute of
Allergy and Infectious Diseases (Goldenthal, KL et al., AID Res

Hum Retroviruses, 9: S45-9 (1993)).

Os especialistas na técnica saberdao como determinar para uma
combinacao particular de antigénio e/ou molécula
imunomoduladora, com péptido da invencado derivado da flagelina,
a carga de antigénio apropriada, a via de imunizacao, volume de
dose, pureza do antigénio e regime de vacinacado util para tratar
uma condicao patoldgica particular numa espécie animal

particular.

Uma composicao imunogénica ou uma vacina da invencédo, para
induzir uma resposta imunitdria, pode ser administrada a uma
solugcdo ou suspensao juntamente com um meio farmaceuticamente

aceitavel.

Esse meio farmaceuticamente aceitdvel pode ser, por exemplo,
agua, SOro fisioldégico tamponado com fosfato, solucgao
fisioldgica normal ou outro SOro fisioldgico tamponado
fisiologicamente, ou outro solvente ou veiculo, tais como
glicol, glicerol e &éleo, tal como azeite, ou um éster organico
injectdvel. Um meio farmaceuticamente aceitdvel também podem
conter lipossomas ou micelas, e pode conter complexos
imunoestimuladores preparados misturando os antigénios para o
polipéptido ou péptido com detergente e um glicdsido, tal como

Quil A.
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Outros métodos para preparar e administrar um péptido da
invengcdo derivado da flagelina num meio farmaceuticamente
aceitdavel sdo apresentados abaixo, em referéncia aos compostos

que induzem uma resposta da mucosa mediada por TLRS.

A composigdao imunogénica ou vacina da invengdao pode ser

administrada por uma variedade de vias para estimular uma

resposta imunitaria. Por exemplo, estas moléculas
imunomoduladoras podem ser distribuidas subcutaneamente,
intradermicamente, intralinfaticamente, intramuscularmente,
intratumoralmente, intravesicularmente, intraperitonealmente e

intracerebralmente.

Os especialistas na técnica saberdao como seleccionar vias de
distribuicdo apropriadas para formulagdes particulares do

péptido derivado de flagelinas da invencéao.

Numa forma de realizacao preferida da invencgao, os métodos
de wvacinacgao para tratar ou prevenir a infeccdo num mamifero
compreende a utilizagdo da vacina da invengado para @ ser
administrada por particularmente uma superficie da mucosa (e.
g., ocular, intranasal, oral, gastrica, pulmonar, intestinal,

rectal, vaginal ou tracto urindrio).

As vias de distribuicdo nasal podem ser Uteils para induzir
respostas imunitdrias de mucosa e sistémicas. Sao possiveis
vadrios dispositivos para distribuigdo conveniente e eficaz das

formulagdes a cavidade nasal e aos tecidos pulmonares.

A via de distribuicdo nasal ©pode ser particularmente
interessante neste caso uma vez dque o péptido da invencao

derivado da flagelina apresenta uma actividade de adjuvante
61



significativa no compartimento da mucosa, sem ter qualquer

efeito colateral pré-inflamatdério sistémico significativo.

Num protocolo de vacinacg¢dao, a vacina pode ser vantajosamente
administrada através da via da mucosa, como uma dose uUnica ou,
de um modo preferido, varias vezes e. g., duas, trés ou quatro
vezes por semana ou a intervalos mensais, de acordo com um modo
de iniciacdo/reforco. A dosagem apropriada depende de varios

parémetros.

O protocolo de vacinacdo pode ser um protocolo da mucosa
restricto ou um protocolo misto, no qual a dose de iniciacao da
vacina é administrada pela mucosa e. g., por via intranasal e a
dose de reforcgo(s) € (sao) parentericamente administrado(s) ou

vice-versa.

Formulag¢do

Métodos de preparacao de formulacdes ou composicdes
farmacéuticas incluem o passo de colocar o(s) 1ingrediente(s)
activo(s) em associacdo com o veiculo e, opcionalmente, um ou

mais ingredientes acessérios.

Em geral, as formulacdes sao preparadas colocando
uniformemente e intimamente o(s) 1ingrediente(s) activo(s) em
associagao com veiculos liquidos ou veiculos sdélidos divididos

finamente, ou ambos e, depois, se necessdrio, moldar o produto.

Formas de dosagem liquida para administracao oral dos
ingredientes activos incluem emulsdes, microemulsdes, solucgdes,

suspensdes, xaropes e elixires farmaceuticamente aceitdveis.
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Adicionalmente ao(s) ingrediente(s) activo(s), as formas de
dosagem liquida podem conter diluentes inertes normalmente
utilizados na técnica, tais como, por exemplo, &agua ou outros
solventes, agentes solubilizantes e emulsificadores, tais como
dlcool etilico, &alcool isopropilico, carbonato de etilo, acetato
de etilo, alcool benzilico, benzoato de benzilo,
propilenoglicol, 1,3-butilenoglicol, &leos (em particular, 6leo
de semente de algodao, amendoim, milho, gérmen, azeite, ricino e
sésamo), glicerol, alcool tetra-hidrofurilico,
polietilenoglicdis e ésteres de éacido gordo de sorbitano e suas

misturas.

Além de diluentes inertes, as composicdes orais podem também
incluir adjuvantes, tais como agentes humidificantes, agentes
emulsificantes e de suspensao, agentes adogantes, aromatizantes,

corantes, perfumantes e conservantes.

Suspensdes, adicionalmente ao(s) ingrediente(s) activo(s),
podem conter agentes de suspensdo como, por exemplo, &alcoois de
isoestearilo etoxilados, polioxietileno sorbitol e ésteres de
sorbitano, celulose microcristalina, meta-hidrdéxido de aluminio,

bentonite, agar—-agar e tragacanto e suas misturas.

As formulacgdes das composigcdes farmacéuticas da invencéao
para administracdo rectal ou vaginal podem ser apresentadas como
um supositério, que pode estar ©preparado misturando of(s)
ingrediente(s) activo(s) com um ou mais excipientes ou veiculos
ndo irritantes adequados compreendendo, por exemplo, manteiga de
cacau, polietilenoglicol, uma cera de supositdrio ou salicilato
e que & sdélido a temperatura ambiente, mas liquido a temperatura
corporal e, portanto, 1rd derreter no recto ou na cavidade

vaginal e libertar o(s) ingrediente(s) activo(s). As formulacdes
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da presente invencdo que sao adequadas para administracéo
vaginal também incluem pessarios, tampdes, cremes, géis, pastas,
espumas ou formulacdes em sSpray contendo esses veiculos séo

conhecidos na técnica como sendo apropriados.

As composicdes farmacéuticas desta invencao adegquadas para a
administracao parentérica compreendem o(s) ingrediente(s)
activo(s) em combinacdo com uma ou mais solugdes agquosas oOUu nhao
aquosas isotdnicas estéreis farmaceuticamente aceitaveis,
dispersdes, suspensdes ou emulsdes, ou pds estéreis que podem
ser reconstituidos em solucgdes ou dispersdes estéreis
injectdveis ou imediatamente antes de utilizar, que podem conter
antioxidantes, tampdes, solutos gue se tornam na formulacgao
isotdénica com o sangue dos agentes pretendidos recipientes ou de

suspensdo ou de espessamento.

Exemplos de veiculos aquosos e nao aquosos adequados que
podem ser empregues nas composigdes farmacéuticas da invencgao
incluem agua, etanol, polidis (tais como glicerol,
propilenoglicol, polietilenoglicol e semelhantes) e as suas
misturas adequadas, &leos vegetails, tails como azeite, e ésteres
organicos 1injectédveis, tais como oleato de etilo. Pode ser
mantida uma fluidez apropriada, por exemplo, através da
utilizacdo de materiais de revestimento, tais como lecitina,
através da manutencdo do tamanho de particula necessdrio no caso

de dispersdes e através da utilizacdo de agentes tensioactivos.

Estas composigdes também podem conter adjuvantes, tais como
agentes humidificantes, agentes emulsificantes e agentes
dispersantes. Também  pode ser desejavel incluir agentes
isoténicos, tais como agucar, cloreto de sdédio e semelhantes nas

composicdes. Adicionalmente, a absorgcado prolongada da forma
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farmacéutica 1injectdvel pode ser alcancada pela inclusdo de
agentes que retardam a absorcao, tal como monoestearato de

aluminio e gelatina.

As formas de depdsito injectédveis sdo realizadas formando
matrizes microencapsuladas do(s) ingrediente(s) activo(s) em
polimeros biodegraddveis, tais como polilactideo-poliglicdlido.
Dependendo da proporcao do(s) ingrediente(s) activo(s) para o
polimero, e a natureza do polimero particular empregue, a taca
de libertacéao do (s) ingrediente (s) activo(s) pode ser
controlada. Exemplos de outros polimeros biodegraddveis incluem
poli(ortoésteres) e poli(anidridos). Também sao preparadas
formulacgdes injectaveis de depdsito encapsulando o(s)
ingrediente(s) activo(s) em lipossomas ou em microemulsdes qgue
sdo compativeis com o tecido corporal. Os materiais injectdaveis
podem ser esterilizados, por exemplo, por filtracdo através de

um filtro de retencao de bactérias.

As formulagdes podem ser apresentadas em recipientes selados
de dose unitdria ou multi-dose, por exemplo, ampolas e frascos,
e podem ser armazenados num estado liofilizado requerendo apenas
a adigdo do veiculo 1liquido estéril, por exemplo, &gua para
injecgao, 1imediatamente antes da wutilizagdo. As solugdes e
suspensdes de 1injeccdo extemporédnea podem ser preparadas a
partir de pds estéreis, gréadnulos e comprimidos do tipo descrito

acima.

A guantidade de antigénio e composto 1munoadjuvante na
composigao de vacina de acordo com a invengdo, as dosagens
administradas, sao determinadas através de técnicas bem
conhecidas dos especialistas na técnica farmacéutica, tomando em

consideracao esses factores como o antigénio particular, a
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idade, sexo, peso, espécie e estado do animal ou doente

particular, e a via de administracéo.

Numa forma de realizacao preferida, a composicdao de wvacina
de acordo <com a invencéao, compreende ainda um ou mais
componentes seleccionados do grupo que consiste em agentes
tensioactivos, promotores de absorcdo, polimeros de absorcao de
dgua, substancias que inibem a degradacdo enzimatica, 4&lcoois,
solventes organicos, 6leos, agentes de controlo de PH,
conservantes, agentes de controlo de pressao osmética,

propulsores, &gua e suas mistura.

A composigdo de vacina, de acordo com a invengao, pode ainda
compreender um veiculo farmaceuticamente aceitédvel. A quantidade
do veiculo ird depender das quantidades seleccionadas para o0s
outros ingredientes, a concentracdao desejada do antigénio, a
seleccdo da via de administracédo, oral ou parentérica, etc. O
veiculo pode ser adicionado a vacina em qualguer momento
conveniente. No caso de uma vacina liofilizada, o veiculo pode,
por exemplo, ser adicionado imediatamente antes da
administracdo. Alternativamente, 0 produto final ©pode ser

fabricado com o veiculo.

Exemplos de veiculos apropriados incluem, mas nao estao
limitados a, 4&gua estéril, soro fisioldgico, tampdes, soro
fisioldégico tamponado com fosfato, cloreto de sdédio tamponado,
6leos vegetais, Meio Minimo Essencial (MEM), MEM com tampao

HEPES, etc.

Opcionalmente, a composicdao de vacina da 1invencadao pode
conter adjuvantes convencionais, secunddarios, em quantidades

varidveis dependendo do adjuvante e do resultado desejado. A
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quantidade habitual varia desde cerca de 0,02% até cerca de 20%
em peso, dependendo dos outros ingredientes e do efeito

desejado.

Exemplos de adjuvantes secunddrios adequados incluem, mas
nao estao limitados a, estabilizadores; emulsificadores;
hidréxido de aluminio; fosfato de aluminio; ajustadores de pH
tais como hidrdéxido de sdédio, acido cloridrico, etc.;
tensioactivos, tais como Tween.RTM. 80 (polisorbato 80,
disponivel comercialmente de Sigma Chemical Co., St. Louis,
Mo.); 1lipossomas; adjuvante iscom; glicopéptidos sintéticos,
tais como dipéptidos de muramilo; extensores, tais como dextrano
ou combinagdes de dextrano, por exemplo, com fosfato de
aluminio; carboxipolimetileno; paredes celulares Dbacterianas,
tais como extracto de parede celular de micobactérias; seus
derivados, tais como Corynebacterium parvum; Propionibacterium
acne; Mycobacterium bovis, por exemplo, Calmette Guerin de
Bovino (BCG); proteinas de vaccinia ou de virus da variola
animal; 0s adjuvantes de particula subviral, tais como
orbivirus; toxina da cbdlera; N,N-dioctadecil-N’,N’'-bis(2-
hidroxietil)-propanodiamina (piridina); monofosforil 1lipido A;
brometo de dimetildioctadecilaménio (DDA, comercialmente
disponivel em Kodak, Rochester, N.I.); sintéticos e suas
misturas. Desejavelmente, o hidréxido de aluminio ¢é misturado
com outros adjuvantes secundarios ou um imunocadjuvante, tal como

Quil A.

Exemplos de estabilizadores adequados incluem, mas nao estéao
limitados a, sacarose, gelatina, peptona, extractos de proteina
digerida, tais como NZ-Amina ou NZ-Amina AS. Exemplos de
emulsificadores incluem, mas nao estao limitados a, 6leo

mineral, 6leo vegetal, 6leo de amendoim e outros 6leos
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convencionais, metabolizavelis, nao tdéxicos uteis para

composigdes de vacinas injectdveis ou intranasais.

Para o objectivo desta invencao, estes adjuvantes sao aqui
identificados como *“secundarios”, meramente para contrastar com
o composto imunoadjuvante acima descrito, consistindo num
activador de Rho GTPase, que ¢ um ingrediente essencial na
composicdo de vacina para o seu efeito em combinagcdo com uma
substancia antigénica para aumentar significativamente a
resposta imunitdria humoral a uma substdncia antigénica. Os
adjuvantes secundarios sao principalmente incluidos na
formulacédo de vacina como auxiliares de processamento, embora
certos adjuvantes possuam propriedades que aumentam

imunologicamente até certo ponto e tém um duplo objectivo.

Podem ser adicionados conservantes convencionais a
composigao de vacina em quantidades eficazes gque variam desde
cerca de 0,0001% até cerca de 0,1% em peso. Dependendo do
conservante empregue na formulacgdo, quantidades abaixo ou acima
deste intervalo podem ser uUteis. Conservantes tipicos incluem,
por exemplo, sorbato de ©potdssio, metabissulfito de sédio,

fenol, metil parabeno, propil parabeno, timerosal, etc.

A escolha de uma composicao de vacina inactivada, modificada
ou de outro tipo e o método de preparacdo da formulacao de
composicdo de vacina melhorada da presente invencdo sao
conhecidas ou rapidamente determinadas pelos especialistas na

técnica.

Uma quantidade farmacologicamente eficaz do composto
imunoadjuvante, de acordo com a invenc¢édo, pode ser administrada,

por exemplo oralmente, parentericamente ou de outra forma, e de
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preferéncia pela via da mucosa, simultaneamente com,
sequencialmente a ou pouco tempo apds a administracadao de uma
substdncia antigénica de modo a potenciar, acelerar ou estender

a imunogenicidade do antigénio.

Embora a dosagem da composicao de vacina dependa
nomeadamente do antigénio, espécies do hospedeiro wvacinado ou
para ser vacinado, etc., a dosagem de uma quantidade
farmacologicamente eficaz da composicdo de vacina estara
normalmente no intervalo entre cerca de 0,01 upg a cerca de
500 pg (e em particular 50 upg a cerca de 500 pg) do composto
imunoadjuvante da invencao por dose (baseado nomeadamente nos

resultados apresentados na figura 6).

Embora a quantidade da substdncia antigénica particular na
combinacdo influencie a quantidade do composto imunoadjuvante de
acordo com a invencdo, necessdria para melhorar a resposta
imunitdria, € contemplado que o profissional de saude possa
facilmente ajustar a quantidade eficaz de dosagem do composto
imunocadjuvante através de testes de rotina para satisfazer as

circunsténcias particulares.

Como uma regra geral, a composicdo de vacina da presente
invencao é convenientemente administrada oralmente,
parentericamente (subcutaneamente, intramuscularmente,
intravenosamente, intradermicamente ou intraperitonealmente),
intrabucalmente, intranasalmente ou transdermicamente. A via de
administracao contemplada pela presente invencdo dependerd da
substadncia antigénica e os co-formulantes. Por exemplo, se a
composigcdo de wvacina contém saponinas, embora nao téxicas
oralmente ou intranasalmente, deve ter-se cuidado para néao

injectar os glicdésidos de sapogenina na corrente sanguinea uma
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vez que funcionam como hemoliticos fortes. Também, muitos
antigénios nédo serado eficazes se tomados oralmente. De um modo
preferido, a composicao de vacina é administrada

subcutaneamente, intramuscularmente ou intranasalmente.

A dosagem da composicao de vacina serd dependente,
nomeadamente, do antigénio seleccionado, da via de
administracao, espécie e outros factores <convencionais. E
contemplado gue uma pessoa com experiéncia normal na técnica
pode, facil e prontamente, titular a dosagem apropriada para uma
resposta imunogénica para cada antigénio para conseguir a

quantidade de imunizacado eficaz e o método de administracao.

Como j& especificado alguns na presente descricgdo, um outro
objectivo da invencdo €& uma composicao de vacina de acordo com a

invencao, para administracdo a uma superficie de mucosa.

Este modo de administracdao apresenta um grande interesse. De
facto, as membranas mucosas contém numerosas células dendriticas
e células de Langerhans, que sao excelentes células de deteccao
de antigénio e de apresentacdao de antigénio. As membranas
mucosas estao também ligadas a o6rgaos 1l1linfdides, denominados
tecido linfoide associado a mucosas, que sado capazes de
transmitir uma resposta imunitdria a outras &reas das mucosas.
Um exemplo de um tal epitélio é a membrana epitelial nasal, que
consiste praticamente numa uUnica camada de células epiteliais
(epitélio pseudoestratificado) e a membrana mucosa do tracto
respiratédrio superior estd ligada aos dois tecidos 1linféides,
aos adendides e as amigdalas. A extensa rede de capilares
sanguineos sob a mucosa nasal de elevada densidade de células B

e T, sdo particularmente adequadas para proporcionar um rapido
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reconhecimento do antigénio e proporcionar uma rapida resposta

imunoldgica.

De um modo preferido, a superficie da mucosa é seleccionada
do grupo consistindo nas superficies das mucosas do nariz,
pulmdes, boca, olho, ouvido, tracto gastrointestinal, tracto
genital, vagina, recto e da pele.

EXEMPLOS

Exemplo 1: Efeito imunoadjuvante de flagelinas com a regido

hipervaridvel eliminada

Materiais e métodos

Produgdo de flagelinas recombinantes.

As flagelinas recombinantes tém origem na flagelina F1iC de
Salmonella enterica Serovar Typhimurium ATCC14028 (numero de

acesso AAL20871).

As flagelinas F1liC e F1liCazps-203 foram isoladas a partir das
estirpes de S. Typhimurium SIN22 (f£1jB) e SJW46, como descrito
previamente (Yoshioka et al., 1995. Flagellar filament structure
and cell motility of Salmonella typhimurium mutants lacking part
of the outer domain of flagellin. J. Bacteriol. 177:1090-1093;
Didierlaurent et al., 2004. Flagellin Promotes Myeloid
Differentiation Factor 88-Dependent Development of Th2-Type
Response. J. Immunol. 172: 6922-6930; Sierro et al, 2001,
Flagellin stimulation of intestinal epithelial cells triggers

CCL20-mediated migration of dendritic cells. Proc. Natl. Acad.
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Sci. USA 98:13722-13727) ou adguiridas a Alexis Biochemicals

(Suica) .

As construgdes que codificam F1liCpi174.400 © F1liCp191.35, foram
produzidas por PCR num plasmideo derivado de pBR322 portador do
gene flic do tipo selvagem SEQ ID N° 3, sob o controlo do seu
proprio promotor e utilizando os seguintes pares de iniciadores:
AGCACCattcagcgtatccagacc (SEQ ID N° 15)/GCTGGTgctacaaccaccgaaaac
(SEQ ID N° 16) e TCGAGatatcctgtaacagttgcagcc
(SEQ ID N° 17)/ACTCGAGgacggtacatccaaaactgcac (SEQ ID N° 18)

(bases que codificam um ligante estdo em italico).

A mutagénese dirigida ao sitio foi também efectuada no
plasmideo portador de F1liCai74a-400, de modo a substituir os
residuos 89-96 (QRVRELAV) envolvidos na detecgcdao de TLR5 pelas
correspondentes sequéncias de uma flagelina sem sinal
(DTVKVKAT) ; a proteina resultante foi, deste modo,

F1iCa174-200/89-96+ .

Em F1iCa17s-400, F1lCpis1352 € F1iCa1741-400/80-96%, @ asparagina
localizada a 6 residuos da extremidade foi alterada para uma

serina.

As flagelinas truncadas foram purificadas a partir do
sobrenadante do recombinante S. Typhimurium SIN41 (f1iC f13jB),
como se segue. A Salmonella foi cultivada em meio liquido Luria-
Bertani (LB) durante 18 horas, a 37 °C, com agitacao. O
sobrenadante foi filtrado e saturado com 60% de sulfato de
aménio (Sigma Aldrich, USA). Os materiais precipitados foram
recuperados por centrifugacao, solubilizacdo em 20 mM de
Tris/HCl1 pH 7,5 e depois didlise. As proteinas foram depois

purificadas por sucessivas rondas de cromatografia em
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hidroxiapatite e troca idnica (Bio-Rad Laboratories, USA). Por
ultimo, as proteinas foram separadas do lipopolissacarido (LPS)
utilizando uma coluna de polimixina B (Pierce, USA). Utilizando
o ensaio Limulus (Associates of Cape Cod 1Inc., USad), a
concentracao residual de LPS foi determinada como sendo inferior

a 30 pg de LPS por ug de flagelina recombinante.

Quando especificado, as flagelinas foram tratadas durante
1 h, a 37 °C, com 0,017% de tripsina-EDTA (Invitrogen, USA) para
hidrolisar totalmente as proteinas, seguidas por aguecimento a
70 °C durante 1 h para inactivar a tripsina. As proteinas foram
analisadas utilizando SDS-PAGE convencional e imunotransferéncia

com anticorpos policlonais especificos para FliC.

Experiéncias com animais.

Murganhos fémea NMRI (6-8 semanas de idade) foram adguiridos
a Charles River Laboratories (Franca) e mantidos numa unidade
isenta de patogénicos especifica num estabelecimento acreditado
(N° A59107; Institut Pasteur de Lille). Todas as experiéncias
cumpriram os regulamentos correntes nacionais e institucionais e

directivas éticas.

Para hiperimunizacgao, 0s animais foram injectados
subcutaneamente (s.c.) com a flagelina F1iC (1 pg por injecgédo)
emulsificada em 200 pL de adjuvante completo de Freund (CFA)/PBS
no dia 1 e adjuvante incompleto de Freund (IFA)/PBS nos dias 21,
35 e 49. No dia 63, foram dados aos murganhos 200 puL de
flagelina/PBS i.v. e foram sacrificados 2 h mais tarde por

injecg¢dao intraperitoneal (i.p.) de 5 mg de pentobarbital de
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sédio (CEVA Santé Animale, Francga) para amostragem de soro e

tecido e andlise.

Para caracterizar a resposta inata da mucosa e propriedades
do adjuvante, 20 pL de proteinas de PBS foram administradas
intranasalmente (i.n.) a murganhos anestesiados i.p. com 1,5 mg
de quetamina (Merial, Franca) e 0,3 mg de xilazina (Bayer,

Alemanha) por 25 g de animal.

Para estudar as respostas prdé-inflamatdrias, os murganhos
foram amostrados as 2 h (para ensaios de ARN e expressao

genética) ou 6 h (para testar a producgadao de citoquinas).

Para ensaios de imunizacao, os murganhos foram administrados
i.n. com PBS + ovalbumina sem LPS (OVA) (20 ng, Sigma, grau VII,
USA) + flagelinas (1 1ng) nos dias 1 e 21. Lavagens

broncoalveolares (BAL) e soro foram amostrados no dia 35.

Para avaliar a neutralizacdo, o0s soros imunes e simulados
foram aquecidos durante 30 min, a 56 °C, para inactivar o
complemento. As diluigdes seriadas do soro (em 200 pL de PBS)
foram passivamente transferidos para animais pela via i.v. 1 h
antes da activagao sistémica com flagelinas. Em algumas
experiéncias, os soros foram misturados com flagelinas diluidas
em PBS e administradas i1.n. para testar a neutralizacgao nas

mucosas.
As BAL foram colhidas apdés a injeccao intratraqueal de 1 mL

de PBS com Complete Protease Inhibitor Cocktail (Roche, Suica) e

clarificadas por centrifugacao.
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As amostras de sangue foram colhidas e coaguladas a
temperatura ambiente, com o soro a sSer entdo separado por

centrifugacao.

Os extractos de proteina do pulmdao foram preparados por
homogeneizacdo do tecido com 2 mL de T-PER Tissue Protein
Extraction Reagent (Pierce, USA) suplementado com inibidores de
protease. Todas as amostras foram armazenadas, a -80 °C, antes

da andlise.

Andlise das respostas de anticorpo especificas para

antigénio.

Os niveis de anticorpos especificos para OVA ou flagelina no

soro e amostras BAL foram avaliadas utilizando ELISA.

Resumidamente, OVA (20 pg por pogo em tampao fosfato 0,2 M a
PH 6,5) e flagelina F1iC (100 ng por pogo em PBS) foram
revestidas em microplacas MaxiSorp (Nalge Nunc Int., USA),
durante a noite, a 4 °C. Todas as microplacas foram lavadas com
PBS/Tween20 a 0,05% e depois bloqueadas com PBS/Leite em PO a 1%

durante 1 h a temperatura ambiente.

As diluigdes seriadas de amostras foram incubadas durante 1
h a temperatura ambiente antes do desenvolvimento. Anticorpos
Biotinilados anti-IgG ou IgA de murganhos (Southern
Biotechnology Associates, ©USA), estreptavidina conjugados com
HRP (GE Healthcare, USA) e 3,3’,5,5’ tetrametilbenzidina (Becton
Dickinson Bioscience, USA) foram utilizados como reagentes de
desenvolvimento. A reacc¢do foi interrompida por adigdo de H,S0, e

a DO a 450 nm foil determinada.
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O titulo de IgG foi definido como o reciproco da maior
diluicdo de amostra gue produz um valor de absorvéncia de
0,15 DO para OVA e 0,5 OD para F1liC e foi sistematicamente em
comparacgao com um soro de referéncia. Os titulos sdo dados como

médias geométricas de titulos dos murganhos individuais.

Os niveis de IgA total e IgA especifica para OVA em BAL
foram medidos e normalizados utilizando uma curva de calibracao
com IgA comercial de murganho (Sigma). A proporgao de IgA
especifica (expressa em ng de IgA especifica para OVA por ug de

IgA total) foi determinada para cada murganho.

ELISA especifica para citogquinas e expressao de genes.

Os niveis de CXCL2 e CCL20 de murganho e IL-8 humana (CXCLS8)
foram medidos em soro, BAL, pulmdo total e/ou sobrenadante da
cultura de células wutilizando kits ELISA comerciais (R&D

Systems, USA).

O ARN total de pulmdes de murganho foi extraido com o
Nucleospin RNA II kit (Macherey Nagel, Alemanha) e reversamente
transcrito com o High-Capacity cADN Archive Kit (Applied
Biosystems, USA). O ADNc resultante foi amplificado utilizando

SYBR Green-based real-time PCR (Applied Biosystems).

Os iniciadores especificos sao CGTCATCCATGGCGAACTG
(SEQ ID N° 19)/GCTTCTTTGCAGCTCCTTCGT (SEQ ID N° 20) (ACTB, que
codifica para a B-actina), TTTTGGGATGGAATTGGACAC
(SEQ ID N° 21)/TGCAGGTGAAGCCTTCAACC (SEQ ID N° 22) (CCL20), e
CCCTCAACGGAAGAACCAAA (SEQ ID N° 23)/CACATCAGGTACGATCCAGGC
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(SEQ ID N° 24) (CXCL2). Os niveis relativos de ARNm (2°*°") foram
determinados por comparacao de (a) os limiares dos ciclos de PCR
(Ct) para o gene de interesse e ACTB (ACt) e (b) wvalores de ACt
para grupos tratados e de controlo (AACt), como descrito
previamente (Sierro et al, 2001, Flagellin stimulation of
intestinal epitelial cells triggers CCL20-mediated migration of

dendritic cells. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98:13722-13727).

Ensaios a base de células

A linha de células de adenocarcinoma do cdélon humano Caco-2
foi estavelmente transfetada com o plasmideo portador de um gene
de luciferase sob o controlo do promotor humano CCL20 (Rumbo
et al., 2004, Lymphotoxin beta receptor signaling induces the
chemokine CCL20 in intestinal epithelium. Gastroenterol.

127:213-223), dando origem a linha Caco-Rumbo.

Estas células epiteliais intestinais foram cultivadas em
Meio Eagle Modificado de Dulbecco suplementado com 10% de soro
de vitela fetal, 10 mM de HEPES, aminodcidos ndo essenciais 11X,
penicilina (100 U/mL) e estreptomicina (100 U/mL) e (para

selecdo de transgenes) 0,7 mg/mL G418 (Invitrogen).

A linha de células epiteliais bréngquicas humanas BEAS-2B foi
cultivada em meio nutriente F12 de Kaigh suplementado como para
meio Caco-Rumbo mais 1 mM de piruvato de sdédio e mistura de

insulina-transferrina-selénio (Invitrogen).

As células foram estimuladas com flagelinas recombinantes
durante 6 h para os ensaios de luciferase ou durante 16 h antes

da recolha do sobrenadante para ELISA.
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A actividade de luciferase em extractos de células foi
medida utilizando o Bright Glo Luciferase Assay (Promega, USA).
A  luminescéncia relativa (RLU) foi normalizada como uma
percentagem da actividade méxima com flagelina do tipo selvagem
para o teste de activacdo com as flagelinas recombinantes. Para
0 teste de neutralizacdo in vitro, a RLU foi normalizada como
uma percentagem da actividade méxima para cada proteina:

[ (RLUtratados/RLUnéo tratados) / (RLUmax/RLInéo tratados) ]X:I—OO .

Andlise estatistica.

As diferencgas estatisticas foram analisadas wutilizando o
teste Mann-Whitney e foram consideradas Como sendo
significativas para valores de p <0,05. A menos que especificado
o contrdario, os resultados sdo expressos como médias aritméticas

+ desvio padrao.

Resultados

Delecdo da regido hipervaridvel da flagelina impede a

antigenicidade mas ndo modificou actividade estimuladora de TLR5

Duas novas moléculas de flagelina (FliCpi91-352 © F1liCp174-400,
compostas respectivamente por 336 e 271 aminodcidos) foram

construidas por delecédo interna (Fig. 1A).

Como um controlo, utilizou-se a variante ©previamente
caracterizada F1liCaspsa 292, que possul uma delecao parcial no
dominio antigénico (Yoshioka et al., 1995, Flagellar filament

structure and cell motility of Salmonella typhimurium mutants
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lacking part of the outer domain flagellin. J. Bacteriol.

177:1090-1093) (Fig. 1lA).

Como um controlo negativo para experiéncias in vitro e
in vivo, mutagdes que 1impedem a sinalizacdo de TLR5 foram
introduzidas em F1iCpi74-400, produzindo a proteina recombinante

F1iCa174-400/89-96%.

As estruturas deduzidas das respectivas flagelinas indicaram
que o motivo 89-96 e a estrutura geral das regides conservadas

foram inalteradas (Fig. 1A).

Com a excepcao de F1liCazos4-202, as variantes foram incapazes
de complementar a mobilidade das Dbactérias deficientes em

flagelina e foram segregadas no sobrenadante da cultura.

A seguir, avaliou-se a antigenicidade intrinseca das
flagelinas recombinantes. Para este fim, concentracdes
saturantes de flagelinas foram colocadas como revestimento de
microplacas e ©pesquisadas por ELISA, utilizando um soro

hiperimunitdrio especifico para F1iC ou F1liCai74-400-

Como ilustrado na Fig. 1B, observou-se titulos de anticorpo
3 a 10 vezes inferiores quando o soro anti-F1iC foi titulado

contra as variantes F1iC do que contra a FIiC do tipo selvagem.

Em contraste, a reactividade do soro  Thiperimunitéario
especifico para F1liCpi174.400 foli semelhante, qualquer que seja a

flagelina alvo (Fig. 1C).

Estes resultados sugerem que a regido hipervaridvel central

é o alvo principal para anticorpos anti-flagelina.
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Por ultimo, pensou-se estabelecer se as moléculas
recombinantes retinham ou ndo alguma actividade estimuladora de

TLR5.

A andlise de resposta a dose foi efectuada wutilizando
células repdrter Caco-Rumbo e a linha de células epiteliais do
pulmédo BEAS-2B. A activacao foi avaliada por medicdo da
actividade de 1luciferase em células Caco-Rumbo e secrecao de
IL-8 por células BEAS-2B (linhas de células epiteliais do
intestino humano sao repdrteres unicos da actividade
estimuladora da flagelina/TLR5, com base na expressao das
quimiocinas CCL20, também conhecidos como “quimiocinas activadas

e reguladas no figado” ou “LARC, e IL-8).

Como apresentado na Fig. 2A-B, F1liCazoa-202, F1liCp191-352 €
F1liCa174-400 foram todos potentes activadores de células. Os
valores de EC50’ respectivos das flagelinas variaram
ligeiramente com o tipo de célula mas caiu no intervalo
previamente descrito de ng/mL (Smith et al., 2003, Toll-like
receptor 5 recognizes a conserved site on flagelina
protofilament formation and Dbacterial motility. Nat. Immunol.

4:1247-1253) .

Verificou-se que a actividade das flagelinas recombinantes
era totalmente dependente de TLR5, uma vez que F1iCpi74-400/89-06+

foi incapaz de activar as células epiteliais.

O requisito para a sinalizacgao de TLRS foi ainda confirmado
utilizando macréfagos da medula o6ssea derivados de murganhos

deficientes em TLR5; as células nao sintetizam qualquer IL-12
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P40 apds estimulagao com flagelinas recombinantes (dados néo

apresentados) .

Flagelinas com delecdo estimulam respostas inatas da mucosa

dependentes de TLRS

A estimulacgdo de TLRS5 por flagelinas recombinantes foi entéo

estudada in vivo por via das mucosas.

Para este fim, a expressadao de CCL20 e CXCL2 nos pulmdes de
murganhos tratados i.n. com flagelinas foi quantificada

utilizando gRT-PCR (Fig. 2C).

Em 2 horas, os niveis pulmonares de ARNm de CCL20 foram
cerca de 30 vezes superiores em animais tratados com flagelinas
selvagens ou recombinantes do que nos animais tratados de forma

simulada.

Além disso, a produgdo da quimiocina CCL20 foi detectada 6 h
pdés—instilacdo, em homogenados de pulmdo e BAL (Fig. 2D). Em
experiéncias de controlo, F1iCa174-400/89-96+% e as flagelinas
digeridas com tripsina nao induzem este tipo de efeito.
Observacdes semelhantes foram observadas para CXCLZ2 (dados nao

apresentados) .

Estes resultados confirmaram que a resposta prdé-inflamatdria

in vivo foil exclusivamente devida as flagelinas recombinantes.

No geral, as flagelinas com delecdes na regido hipervariadvel
apresentaram propriedades pro-inflamatdrias das mucosas

equivalentes as do FliC de tipo selvagem equivalente.
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Flagelinas recombinantes exibem actividade de adjuvante de

mucosa

De modo a caracterizar as propriedades do adjuvante das
nossas moléculas recombinantes, foram estudadas as respostas de

anticorpo em soro e em secrecgdes apds imunizacgdes 1i.n.

A ovalbumina (OVA) foi utilizada como um antigénio modelo,
formulado com ou sem as varias flagelinas ou com a toxina da

cbélera (CT) como um adjuvante de mucosa convencional de ouro.

A co-administracao de FlicC com OVA aumentou
significativamente a resposta de IgG especifica para OVA (em
soro e BAL, cerca de 300 e 100 vezes, respectivamente), em
comparacao com 0os animais imunizados com OVA isolado

(Fig. 32-B).

Além disso, a resposta de IgA especifica para OVA foi
melhorada em BAL, sugerindo, deste modo, gque F1iC promove a
arquétipo de resposta secretora de anticorpo de um adjuvante
para a mucosa (Fig. 3C). De modo interessante, o efeito de F1liC

foi semelhante ao de CT.
Como o FlicC, as flagelinas recombinantes F1liCaz04-292,
F1iCpi91.352 € F1iCpi74.400 foram deste modo capazes de potenciar as

respostas sistémicas e das mucosas.

Em contraste, Fl1liCai74-400/80-0¢x © as flagelinas tratadas com

tripsina nao possuiam poténcia (Fig. 3 e Tabela 1).
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Deste modo, a delecdo da regido hipervaridvel das flagelinas
ndao influencia significativamente as propriedades de adjuvante
de mucosa mediada por TLR5. Os nossos dados mostraram também que
os efeitos respectivos das moléculas recombinantes na imunidade

inata e adaptativa sdo correlacionadas.

Delecdo da regido hipervaridvel impede a capacidade para

estimular os anticorpos anti-flagelina.

Espera-se que a delecao do dominio antigénico diminua a
resposta imunitdria especifica para a flagelina e, deste modo,
qualquer neutralizacéao da imunidade mediada por TLR5,

especialmente com administracao repetida.

Decidiu-se portanto avaliar a eficdcia da imunizacgdo i.n. no

que respeita a inducdo de anticorpos especificos de FliC.

Como apresentado, F1liC estimulou uma forte resposta de IgG
no soro e BAL (Tabela 1 e Fig. 4). Em contraste, F1liCazp4 292
desencadeou niveis de anticorpo 10 vezes inferiores em ambos o0s
fluidos do que o FliC e um efeito mais pronunciado foi observado

apds imunizacao com FliCpi91-352 € F1iCp174-400-

Em conclusdo, os dominios antigénicos e imunoestimuladores
das flagelinas sao funcionalmente nao acoplado. Portanto,
F1liCpi01-352 © F1iCpi74-400 Sd@0 moléculas de interesse para prevenir
ou atenuar a produgado de anticorpos especificos para uma

flagelina com actividade neutralizante.
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Anticorpos especificos para a flagelina neutralizam a

sinalizagdo mediada por TLR5.

As flagelinas Dbacterianas sdo conhecidas por estimular
fortes respostas de anticorpo, que sao principalmente dirigidas
contra a regido hipervaridvel. Colocou-se a hipdétese qgue os
anticorpos anti-flagelina neutralizarao a actividade

estimuladora de TLRS5 das flagelinas.

Deste modo, os murganhos foram imunizados s.c. com a
flagelina F1liC ou uma preparacao simulada (PBS isolado ou a
irrelevante ovalbumina antigénio (ovVAa) formulada em CFA),
seguida por reforgos com IFA. A andlise ELISA revelou que O0S
soros anti-F1iC exibiram os titulos de IgG especificos > 10°,
enquanto os titulos de soros simulados estiveram abaixo do

limiar do ensaio de deteccdo (107%).

Como acima mencionado, as linhas de células epiteliais do
intestine humano sd&o Uteis como repdrteres unicos da actividade
estimuladora de flagelina/TLR5, com base na expressao da
quimiocina CCL20 (também conhecida como “quimiocina activada e

regulada no figado”, LARC).

Deste modo, utilizando células Caco-Rumbo portadoras do gene
da luciferase sob o controlo do promotor CCL20, é aqui
demonstrado gque um soro anti-Fl1liC ¢é —capaz de neutralizar

totalmente a actividade de F1liC agonista de TLR5 (Fig. 5A).

O efeito neutralizante de anticorpos especificos de F1liC na
sinalizacdo de TLR5 foi depois directamente avaliado em animais

imunizados. Para este fim, as respostas sistémicas pré-
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inflamatdérias em murganhos (producao de qguimiocinas CCL20 e

CXCL2) foram estudados apds injeccao i.v. de FliC (Fig. 5B-C).

Em animais imunizados de forma simulada, uma exposicado F1liC
desencadeou um aumento significativo nos niveis de soro de CCL20

e CXCL2, em comparacaoc com uma exposicao a PBS.

Em contraste, a producdo de quimiocina em animais imunizados
com F1liC ndo foi melhorada por gqualquer das exposicdes.
Utilizando transferéncia passive de soro em animais naive, foi
encontrada uma correlacdo prdéxima entre a quantidade de
anticorpo injectado e a resposta inata sistémica, como mostrado

na Fig. 5D.

Em conclusao, a imunidade pré-existente para a flagelina
pode neutralizar a actividade estimulada por TLR5 dos ultimos,

in vitro e in vivo.

Isto ndao é o caso com FliCpi74-400, que & fortemente impedida
na sua capacidade para promover a produgcao de anticorpos
especificos para a flagelina, incluindo oS anticorpos
neutralizantes, como divulgado anteriormente de acordo com a

figura 4.

As doses eficazes necessdrias para iniciar as respostas
inatas mediadas por TLR5 pela via i.n., foil determinada. F1liC e
F1iCa174-400 apresentaram perfis semelhantes de resposta a dose e a
dose de 0,1 pg dose foi selecionada para subsequentes ensaios de

neutralizacao (Fig. 6).

Para este fim, os animais foram hiperimunizados i.n. com

F1iC para estimular respostas fortes, de IgG das mucosas
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especificas para F1liC (titulo médio - 45000) e depois expostos
i.n. com 0,1 pg de flagelinas F1iC ou F1liCp174-400. A producgao de

quimiocina pré-inflamatdria em BAL foi monitorizada.

Exposicdo a F1iC ou FliCai74-400 levou a producao de CCL20
(4,28+ 1,98 vs 1,08+ 0,54 ng/mL e 2,48+ 1,22 vs 0,93+ 0,48 ng/mL
em murganhos imunizados de forma simulada e com F1liC,

respectivamente) conforme observado em animais naives.

Respostas das mucosas e sistémicas dependentes de TLRS5

dependem em diferentes extensdes da regido hipervaridvel da

flagelina.

Também se pretendia estudar a neutralizagdao por anticorpos
especificos para a flagelina de respostas dependentes de TLRS

induzidas apds injecgdo i.v. das flagelinas recombinantes.

Para analisar a activacado sistémica da imunidade inata, a
produgcdo em quimiocinas CCL20 circulantes pré-inflamatdrias e a

CXCL2 foi medida por ELISA no soro (Fig. 7).

Inesperadamente, observou-se que F1iCai174-400 fol cerca de 100
vezes 1impedida na sua capacidade ©para desencadear efeitos
sistémicos pré-inflamatdérios, em comparagao com o F1liC de tipo

selvagem.

Enquanto 10 mg de F1liCai74.400 estimularam uma pequena
producdo de quimiocina, a variante mutada no motivo de TLR5
F1iCa1724-200/89-96* foi desprovida de actividade (0,85 * 0,27 vs
0,02 + 0,00 ng/mL para CCL20).
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Isto contrastou com FliCpsps 202 © Flicaio1-3sz, que foram ambos

potentes activadores como F1liC.

Deste modo, certos determinantes moleculares na regiao
hipervaridvel (ou dependente da ultima) sdo necessarios para a
estimulagcdo sistémica de TLR5 mas nadao uma estimulacdo de TLR5
das mucosas. Tomadas como um todo, o0s resultados indicam que a
activacdo de TLRS nos compartimentos das mucosas e sistémico é

controlada por mecanismos distintos.

Exemplo 2: Actividade bioldégica de flagelinas com uma regido

hipervaridvel eliminada selecionada do grupo consistindo em

FliCA174_400, FliCA151_405 e FliCA133_405. Produgéo de flagelinas

recombinantes com uma regido hipervaridvel eliminada.

Varias flagelinas com uma regido hipervaridvel eliminada
foram recombinantemente produzidas efetuando o mesmo método
conforme divulgado no Exemplo 1 acima, nomeadamente F1iCai74-400,

F1iCai61-405, © F1iCa13s-405 € F1iCa100-405-

As Figuras 8 e 9 apresentam andlises das referidas proteinas

recombinantemente produzidas.

A Figura 8 mostra o resultado de uma electroforese SDS PAGE
que foi efectuada com as proteinas recombinantes recolhidas a
partir do sobrenadante da cultura das células Dbacterianas
recombinantes de S. typhimurium SIN41 correspondentes, apds um

passo de precipitacao de proteina com TCA.

A Figura 9 mostra o resultado de um ensaio de transferéncia

de Western utilizando anticorpos policlonais anti-F1iC que foi
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efectuado no sobrenadante da cultura das células Dbacterianas
recombinantes correspondentes S. typhimurium SIN41, apds um

passo de precipitacado de proteina com TCA.

Actividade bioldgica das flagelinas com uma regido

hipervariével eliminada FliCA17474oo FliCA161,405 e FliCA1387405.

O efeito do FliCA17474oo, FliCA16174o5 e FliCA13874o5 na indugéo de
CCL20 e CXCL2 foi ensaiado, efetuando o ensaio ELISA especifico

para citoquinas que é descrito no Exemplo 1.

Resumidamente, C3H/HeJd (TLR4-deficiente) foram injectados
intraperitonealmente com 10 ug das varias flagelinas
recombinantes com a remocgao das posicdes 174-400, 161-405, e

138-405.

Apds 2 h, o soro foi amostrado e processado para ELISA

especifica para citoguinas (CCL20 e CXCL2).

A preparacao de flagelina foi derivada do sobrenadante de
Salmonella recombinante que foil previamente precipitada com
sulfato de aménio e dialisada (Fig. 8 e 9). Uma vez gque esta
preparacgao bruta pode ser contaminada com endotoxina,
utilizaram-se murganhos deficientes em sinalizacdao de TR4 uma
vez que o LPS pode ser um principal contaminante nesta
preparagao bruta. Adicionalmente, utilizou-se o tratamento com
tripsina para demonstrar que a atividade bioldgica estd presente

na fraccgdo de proteina das preparagdes brutas.

Os resultados sdao apresentados nas figuras 10 (indugdo de

CCL20) e 11 (inducao de CXCL2).
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Os resultados das figuras 10 e 11 sugerem que as flagelinas
recombinantes FliCpie1-405 © Fl1liCai3s405 Sa80 competentes para a

sinalizacdo in vivo como descrito para F1liCai174-400-
Os resultados sugerem que F1iCpig1.405 © F1liCpi13g.405 Sao

agonistas eficazes de TLR5> e, portanto, podem representar

compostos adjuvantes eficazes.

Exemplo 3: Actividade adjuvante de F1liCai74-400 Nas respostas

imunitdrias contra o antigénio pg40 do virus HIVL.

Os protocolos de imunizacdo e a andlise de respostas
especificas para antigénio do anticorpo sSd&o as mesmas Ccomo
descrito no Exemplo 1, excepto para caracteristicas especificas

que podem ser especificadas a seguir.

Resumidamente, actividade adjuvante da Flagelina F1iC nativa
e FliCa174-400 recombinante no antigénio gpl4d0 de HIV1 foi
efectuado como se segue: murganhos NMRI (n=8) foram imunizados
no dia 1 e no dia 21 intranasalmente com 20 upL de PBS contendo
gpld0 (5 ug per murganhos) sem ou com F1iC ou F1liCai74-400 (1 1ug

por murganho) .

O soro e as lavagens broncoalveolares (BAL) foram amostrados
no dia 35 e o titulo de anticorpo foi determinado por ELISA

especifica para gpldo0.

Os resultados sao apresentados na Figura 12, em qgue cada
simbolo representa murganhos individuais e a barra representa a

média geométrica.
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Os simbolos significam murganhos administrados
intranasalmente com, respectivamente: (i) Circulos: HIV1 gpl40
isolado; (ii) diamante: HIV1 gpl40 + F1liCai74-400; (iii) tridngulo:

gpld0 + FlicC.

Os titulos de anticorpo a partir das amostras de soro sao

representados como simbolos a cheio na parte esquerda da

Figura 12 (simbolos a preto). 0Os titulos de anticorpo a partir

das amostras de lavagem broncoalveolar sao representados como

simbolos a branco na parte direita da Figura 12.

Os resultados mostram que varias flagelinas com regido

hipervaridvel removida como definido na presente descricéo

consistem em compostos imunoadjuvantes eficazes.

Tabela 1: Respostas imunitdrias sensiveis a protease

induzidas por flagelinas recombinantes*

Imunizag¢do intranasal* Anti- IgG OVA ** Anti- IgG FliC **
soro BAL soro BAL
média SD | média SD média SD | média SD
PRBRS ND*** (0,0 ND 0,0 | ND 0,0 | ND 0,0
OVA 2,4 0,8 | 1,1 0,7 | ND 0,0 | ND 0,0
F1iC + OVA 5,7 0,1 |3,9 0,51]5,9 0,6 13,0 0,7
FliCas04.20s + OVA 5,5 0,9 | 3,4 0,813,3 0,81]1,0 0,5
FliCpi91-352 + OVA 4,5 1,3 12,9 0,912,2 0,3 | ND 0,0
F1liCpi7a-a00 +OVA 4,9 0,9 | 2,7 0,912,0 0,1]0,1 0,2
TRP + OVA 3,4 1,2 |1,3 0,8 | ND 0,0 | ND 0,0
F1iC/TRP + OVA 2,8 0,5 1,1 0,6 | ND 0,010,3 0,3
F1liCpoosns2/TRP + OVA 3,0 1,4 0,8 1,0 | ND 0,0 | ND 0,0
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(continuacgao)

Imunizag¢do intranasal* Anti- IgG OVA ** Anti- IgG FliC **
SOro BAL SOro BAL
média SD | média SD média SD | média SD
F1liCpe1-352/TRP + OVA 2,6 0,7 10,8 0,9 | ND 0,0 | ND 0,0
F1liCpi74_400/ TRP + OVA 2,6 0,4 | 1,1 0,9 [ ND 0,0 | ND 0,0
*Murganhos (n=8) foram imunizados com PBS, ovalbumina (OVA), OVA +

flagelinas/péptidos derivados de flagelina ou OVA + flagelinas tratadas

com tripsina (TRP) nos dias 1 e 21. No dia 35, os titulos de IgG

especificos para OVA- e FliC- foram medidos no soro e BAL.

Significdncia estatistica (p>0,05) foi determinada num teste de Mann-—
Whitney. **Valores sao expressos como Logl0O (titulos reciprocos) =
desvio padrdo (SD). Em soro e BAL, o limite de detecgdo é 2 e 0,3 (1/100
de diluicdo de soro e 1/2 de diluicdo de BAL), respectivamente.
***”"ND” significa “Nao detectado”.

Tabela 2: Sequéncias

(continuacao)

SEQ ID N° Tipo Descricgéo
1 péptido Flagelina (F1liC)
2 péptido F1iCa174 —a00
3 dcido nucleico Flagelina (FtiC)
4 dcido nucleico iniciador
5 dcido nucleico iniciador
6 dcido nucleico iniciador
7 acido nucleico iniciador
8 dcido nucleico iniciador
9 acido nucleico iniciador
10 dcido nucleico iniciador
11 acido nucleico iniciador
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(continuacéao)

SEQ ID N° Tipo Descrigéo
12 dcido nucleico iniciador
13 acido nucleico iniciador
14 dcido nucleico F1iCa174-200
15 dcido nucleico iniciador
16 dcido nucleico iniciador
17 dacido nucleico iniciador
18 dcido nucleico iniciador
19 dcido nucleico iniciador
20 acido nucleico iniciador
21 dcido nucleico iniciador
22 dcido nucleico iniciador
23 dcido nucleico iniciador
24 dcido nucleico iniciador
25 péptido F1iCai61-405
26 péptido F1iCp138-405
27 péptido F1iCp100-405
28 dcido nucleico F1iChai61-405
29 dcido nucleico F1iCha138-405
30 dcido nucleico F1iCa100-405
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LISTAGEM DE SEQUENCIAS

<110> Institut National de la Santé et de la Recherche Médicale

(INSERM)

<120> Novos compostos imunoadjuvantes e sua utilizacao
<130> V882EU - INSERM

<160> 30

<170> PatentIn versao 3.3

<210> 1
<211> 494
<212> PRT

<213> Salmonella enterica

<400> 1

Ala Gln Val Ile Asn Thr Asn Ser Leu Ser Leu Leu Thr Gln Asn Asn
1 5 10 15

Leu Asn Lys Ser Gln Ser Ala Leu Gly Thr Ala Ile Glu Arg Leu Ser
20 25 30

Ser Gly leu Arg Ile Asn Ser Ala Lys Asp Asp Ala Ala Gly Gln Ala
35 40 45

Ile Ala Asn Arg Phe Thr Ala Asn Ile Lys Gly Leu Thr Gln Ala Ser
50 55 60

Arg Asn Ala Asn Asp Gly Ile Ser Ile Ala Gln Thr Thr Glu Gly Ala
65 70 75 80
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Leu

Gln

Ala

Thr,

Ile
145

Gln

Lys

Thr

Leu

Thr

225

Lys

Thr

Thr

Thr

Asn

Ser

Glu

Gln

130

Gln

Ile

Tyr

Thr

Gly

210

Thr

Asp

Leu

Ala

Glu
290

Glu

Ala

Ile

115

Phe

Val

Asn

Lys

Ile

195

Gly

Gly

Gly

Ala

Thr

2175

Ala

Ile Asn
85

Asn Ser
100

Thr Gln

Asn Gly

Gly Ala

Ser Gln

165

Val Ser
180

Ala Leu
Thr’' Asp
Lys Tyr
Tyr Tyr

245

Gly Gly
260

Glu Asp

Lys Ala

Asn

Thr

Arg

Val

Asn

150

Thr

Asp

Asp

Gln

Tyr

230

Glu

Ala

Val

Ala

Asn

Asn

Leu

Lys

133

Asp

Leu

Thr

Asn

Lys

215

Ala

val

Thr

Lys

Leu
295

Leu

Ser

Asn

120

Val

Gly

Gly

Ala

Ser

200

Ile

Lys

Ser

Ser

Asn

280

Thr

Gln

Gln

105

Glu

Leu

Glu

Leu

Ala

185

Thr

Asp

vVal

Val

Pro

265

Val

Ala

Arg

920

Ser

Ile

Ala

Thr

Asp
170

Thr

Phe

Gly

Thr

Asp

250

Leu

Gln

Ala

val

Asp

Asp

Gln

Ile

155

Thr

val

Lys

Asp

Val

235

Lys

Thr

Val

Gly

94

Arg

Leu

Arg

Asp

140

Asp

Leu

Thr

Ala

Leu

220

Thr

Thr

Gly

Ala

val
300

Glu

Asp

Val
125

Asn

Ile

Asn

Gly

Ser

205

Lys

Gly

Asn

Gly

Asn

285

Thr

Leu

Ser

110

Ser

Thr

Asp

Val

Tyr

190

Ala

Phe

Gly

Gly.

Leu

270

Ala

Gly

Ala

95

Ile

Gly

Leu

Leu

Gln
175

Ala

Thr

Asp

Thr

Glu

255

Pro

Asp

Thr

Val

Gln

Gln

Thr

Lys

160

Gln

Asp

Gly

Asp

Gly

240

Val

Ala

Leu

Ala



Ser Val Val

305

Gly Gly Leu

Asn Lys Asp

Asp Gly Thr

355

Lys Thr Glu
370

Ala Glu Gly

385

Ala Thr Thr

Gln Val Asp

Asn Ser Ala

435

Ala Arg Ser
450

Met Ser Arg

465

Gln Ala Asn

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

2
271
PRT

Lys Met Ser Tyr Thr Asp Asn Asn Gly Lys Thr Ile Asp
310 315 320

Ala Val Lys Val Gly Asp Asp Tyr Tyr Ser Ala Thr Gln
325 330 335

Gly Ser Ile Ser Ile Asn Thr Thr Lys Tyr Thr Ala Asp
3490 345 350

Ser Lys Thr Ala Leu Asn Lys Leu Gly Gly Ala Asp Gly
S 360 365

Val Val Ser Ile Gly Gly Lys Thr Tyr Ala Ala Ser Lys
375 380

His Asn Phe Lys Ala Gln Pro Asp Leu Ala Glu Ala Ala
390 395 400

Thr Glu Asn Pro Leu Gln Lys Ile Asp Ala Ala Leu Ala
405 410 415

Thr Leu Arg Ser Asp Leu Gly Ala Val Gln Asn Arg Phe
420 425 430

Ile Thr Asn Leu Gly Asn Thr Val Asn Asn Leu Thr Ser
440 445

Arg Ile Glu Asp Ser Asp Tyr Ala Thr Glu Val Ser Asn
455 460

Ala Gln Ile Leu Gln Gln Ala Gly Thr Ser Val Leu Ala
470 475 480

Gln Val Pro Gln Asn Val Leu Ser Leu Leu Arg
485 490

Salmonella enterica

95



<400> 2

Ala Gln Val Ile Asn Thr Asn Ser Leu Ser Leu Leu Thr Gln Asn Asn
1 5 10 15

Leu Asn Lys Ser Gln Ser Ala Leu Gly Thr Ala Ile Glu Arg Leu Ser
20 25 30

Ser Gly Leu Arg Ile Asn Ser Ala Lys Asp Asp Ala Ala Gly Gln Ala
35 40 : 45

Ile Ala Asn Arg Phe Thr Ala Asn Ile Lys Gly Leu Thr Gln Ala Ser
50 55 60

Arg Asn Ala Asn Asp Gly Ile Ser Ile Ala Gln Thr Thr Glu Gly Ala
65 70 15 80

Leu Asn Glu Ile Asn Asn Asn Leu Gln Arg Val Arg Glu Leu Ala Val
85 90 95

Gln Ser Ala Asn Ser Thr Asn Ser Gln Ser Asp Leu Asp Ser Ile Gln
100 105 110

Ala Glu Ile Thr Gln Arg Leu Asn Glu Ile Asp Arg Val Ser Gly Gln
115 120 125

Thr Gln Phe Asn Gly Val Lys Val Leu Ala Gln Asp Asn Thr Leu Thr
130 135 140

Ile Gln Val Gly Ala Asn Asp Gly Glu Thr Ile Asp Ile Asp Leu Lys
145 150 155 160

Gln Ile Asn Ser Gln Thr Leu Gly Leu Asp Thr Leu Asn Gly Ala Ala
165 170 175

Gly Ala Thr Thr Thr Glu Asn Pro Leu Gln Lys Ile Asp Ala Ala Leu
180 ‘ 185 190

Ala Gln Val Asp Thr Leu Arg Ser Asp Leu Gly Ala Val Gln Asn Arg
195 200 205

Phe Asn Ser Ala Ile Thxr Asn Leu Gly Asn Thr Val Asn Asn Leu Thr
210 215 220

96



Ser Ala Arg Ser Arg Ile Glu Asp Ser Asp Tyr Ala Thr Glu Val Ser
230

225

235

240

Asn Met Ser Arg Ala Gln Ile Leu Gln Gln Ala Gly Thr Ser Val Leu

245

250

255

Ala Gln Ala Asn Gln Val Pro Gln Ser Val Leu Ser Leu Leu Arg
265

<210> 3
<211>

<212> ADN

<213>

<400> 3

atggcacaag
tccecagtecqg
gcgaaagacg
ctgactcagg
gcgctgaacg
aacagcacca
aacgaaatcg
gacaacaccc
aagcagatca
gtcagcgata
agtactttta
ttaaaatttqg

ggtaaagatg

ggcggtgcga

260

1488

tcattaatac
ctctgggcac
atgcggcagg
cttccegtaa
aaatcaacaa
actcccagtc
accgtgtatc
tgaccatcca
actctcagac
cggctgcaac
aagcctcggce
atgatacgac
gctattatga

cttccecget

Salmonella enterica

aaacagcctg
cgctatcgag
tcaggcgatt
cgctaacgac
caacctgcag
tgacctcgac
cggccagact
ggttggtgcc
cctgggtctg
tgttacagga

tactggtctt

tggaaaatat

agtttcegtt

tacaggtgga

tcgetgttga
cgtctgtctt
gctaaccgtt
ggtatctcca
cgtgtgcgtg
tccatccagg
cagttcaacg
aacgacqggtg
gatacgctga
tatgccgata
ggtggtactg
tacgccaaag
gataagacga

ctacctgcga

97

270

cccagaataa
ccggtcectgeg
ttaccgcgaa
ttgcgcagac
aactggcggt
ctgéaatcac
gcgtgaaagt
aaactatcga
atgtgcaaca
ctacgattgc
accagaaaat
ttaccgttac
acggtgaggt

cagcaactga

cctgaacaaa
tatcaacagc
catcaaaggt
cactgaaggc
tcagtctget
ccagcgcctg
cctggcgcag
tatcgatctg
aaaatataag
tttagacaat
tgatggcgat
ggggggaact
gactcttgct

ggatgtgaaa

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

840



aatgtacaag
gttaccggca
gatggtggtt
ggttccataa
ctaaacaaac
tacgctgcaa
gctgcetacaa
acgttacgtt
ggcaacaccg
accgaagttt

gcgcaggcga

<210> 4
<211> 18
<212> ADN
<213>
<220>

<223>

<400> 4

ttgcaaatgc
cagcatctgt
tagcagttaa
gtattaatac
tgggtggege
gtaaagccga
ccaccgaaaa
ctgacctgqgqg
taaacaacct
ccaacatgtc

accaggttcc

iniciador

tgatttgaca
tgttaagatg
ggtaggcgat
tacgaaatac
agacggcaaa
aggtcacaac
ccegetgeag
tgcggtacag
gacttctgce
tcgcgegecag

gcaaaacgte

sequéncia artificial

agcagactga accgccag

<210> 5
19
ADN

<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

iniciador

sequéncia artificial

gaggctaaag
tcttatactg
gattactatt
actgcagatg
accgaagttg
tttaaagcac
aaaattgatg
aaccgtttca
cgtageccgta
attctgcagc

ctctctttac

98

ccgcattgac
ataataacgg
ctgcaactca
acggtacatc
tttctattgg
agcctgatct
ctgctttgge
actccgetat
tcgaagattce
aggccggtac

tgcgttaa

agcagcaggt
taaaactatt
aaataaagat
caaaactgca
tggtaaaact
ggcggaagceg
acaggttgac
taccaacctg
cgactacgceg

cteegttetg

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1488

18



<400>

5

gctacaacca ccgaaaacc

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

<220>
<223>

<400>

6
19
ADN

sequéncia artificial

iniciador

6

aacccgctgc agaaaattg

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

<220>
<223>

<400>

7
18
ADN

sequéncia artificial

iniciador

7

caggactttc acgccgtt

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

8
26
ADN

sequéncia artificial

99

19

19

18



<220>
<223>

<400>

iniciador

8

cttcagatcg atatcgatag tttcac

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

<220>
<223>

<400>

9
18
ADN

sequéncia artificial

iniciador

9

attcagcgta tccagacc

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

<220>
<223>

<400>

gttccgcaaa gcgtcctcte tttactg

10
27
ADN

sequéncia artificial

iniciador

10

26

18

277



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

<220>
<223>

<400>

11
27
ADN

sequéncia artificial

iniciador

11

cagtaaagag aggacgcttt gcggaac

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

<220>
<223>

<400>

ggtgcagctg gagctacaac caccgaaaac C

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

<220>
<223>

12
31
ADN

sequéncia artificial

iniciador

12

13
31
ADN

sequéncia artificial

iniciador

101

277

31



<400> 13

ggtgcagctg gaaacccgct gcagaaaatt g

<210> 14

<211> 819

<212>
<213>

<400> 14

atggcacaag
tcecagteeg
gcgaaagacg
ctgactcagg
gcgctgaacg
aacagcacca
aacgaaatcg
gacaacaccc
aagcagatca
accaccgaaa
tctgacctgg

gtaaacaacc

tccaacatgt

aaccaggttc
<210> 15
<211> 24
<212> ADN

<213>

ADN

tcattaatac
ctctgggcac
atgcggcagg
cttccecgtaa
aaatcaacaa
actcccagtc
accgtgtatce
tgaccatcca
actctcagac
acccegetgea
gtgcggtaca
tgacttctgc

ctcgcgegea

cgcaaagcgt

Salmonella enterica

aaacagcctg
cgctatcgag
tcaggcgatt
cgctaacgac
caacctgcag
tgacctcgac
cggccagact
ggttggtgce
cctgggtety
gaaaattgat
gaaccgtttce
ccgtagecegt

gattctgcag

cctctcttta

sequéncia artificial

tcgctgttga
cgtctgtett
gctaaccgtt
ggtatctcca
cgtgtgcgtyg
tccatccagg
cagttcaacg
aacgacggtg
gatacgctga
gctgctttgg
aactccgceta
atcgaagatt

caggccggta

ctgegttaa

102

cccagaataa
ccggtectgeg
ttaccgcgaa

ttgcgcagac

aactggcggt -

ctgaaatcac
gcgtgaaagt
aaacpatcga
atggtgctgce
cacaggttga
ttaccaacct
ccgactacgc

ccteegttcet

cctgaacaaa
tatcaacagc
catcaaaggt

cactgaaggc

tcagtctgct

ccagcgcectg
cctggegecag
tatcgatctg
tggtgcfaca
cacgttacgt
gggcaacacc
gaccgaagtt

ggcgcaggcg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

819



<220>
<223>

<400>

iniciador

15

agcaccattc agcgtatcca gacc

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

<220>
<223>

<400>

16
24
ADN

sequéncia artificial

iniciador

16

gctggtgcta caaccaccga aaac

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

<220>
<223>

<400>

17
27
ADN

sequéncia artificial

iniciador

17

tcgagatatc ctgtaacagt tgcagcc

103

24

24

27



<210> 18
<211> 29
<212> ADN

<213> sequéncia artificial

<220>

<223> iniciador

<400> 18

actcgaggac ggtacatcca aaactgcac

<210> 19
<211> 19
<212> ADN

<213> sequéncia artificial

<220>

<223> iniciador

<400> 19

cgtcatccat ggcgaactg

<210> 20
<211> 21
<212> ADN

<213> sequéncia artificial

<220>

<223> iniciador

29

19



<400>

20

gcttctttgce agctcecctteg t

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

<220>
<223>

<400>

21
21
ADN

sequéncia artificial

iniciador

21

ttttgggatg gaattggaca c

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

<220>
<223>

<400>

22
20
ADN

sequéncia artificial

iniciador

22

tgcaggtgaa gccttcaacc

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

23
20
ADN

sequéncia artificial

105

21

21

20



<220>
<223>

<400>

iniciador

23

ccctcaacgg aagaaccaaa

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

<220>
<223>

<400>

24
21
ADN

sequéncia artificial

iniciador

24

cacatcaggt acgatccagg c

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

<400>

Ala Gln Val Ile Asn Thr Asn Ser Leu Ser Leu Leu Thr Gln Asn Asn

1

Leu Asn Lys Ser Gln Ser Ala Leu Gly Thr Ala Ile Glu Arg Leu Ser

25
253
PRT

Salmonella enterica

25

5

20

25

10

106

30

15

20

21



Ser
Ile
Arg
65

Leu
Gln
Ala
Thr
Ile
145
Gly

Val

Ser

Arg

Ser
225

Ala

Gly

Ala

50

Asn

Asn

Sex

Glu

Gln

130

Gln

Ala

Asp

Ala

Ser
210

Arg

Asn

Leu

35

Asn

Ala

Glu

Ala

Ile

115

Phe

val

Ala

Thr

Ile
195

Arg

Ala

Gln

Arg

Arg

Asn

Ile

Asn

100

Thr

Asn

Gly

Gly

Leu

180

Thr

Ile

Gln

Val

Ile

Phe

Asp

Asn

85

Ser

Gln

Gly

Ala

Asn

165

Arg

Asn

Glu

Ile

Pro
245

Asn

Thr

Gly

70

Asn

Thx

Arg

Val

Asn
150

Pro

Ser

Leu

Asp

Leu
230

Gln

Ser

Ala

55

Ile

Asn

Asn

Leu

Lys

135

Asp

Leu

Asp

Gly

Ser
215

Gln

Ser

Ala

40

Asn

Ser

Leu

Ser

Asn

120

Val

Gly

Gln

Leu

Asn
200

Asp

Gln

Val

Lys

Ile

Ile

Gln

Gln

105

Glu

Leu

Glu

Lys

Gly

185

Thr

Tyr

Ala

Leu

Asp

Lys

Ala

Arg

90

Ser

Ile

Ala

Thr

Ile

170

Ala

Val

Ala

Gly

Ser
250

Asp

Gly

Gln
75

val

Asp

Asp

Gln

Ile
155

Asp

val

Asn

Thr

Thr
235

Leu

107

Ala

Leu

60

Thr

Arg

Leu

Arg

Asp

140

Asp

Ala

Gln

Asn

Glu
220

Ser

Leu

Ala

45

Thr

Thr

Glu

Asp

Val

125

Asn

Ile

Ala

Asn

Leu
205

Val

Val

Arg

Gly

Gln

Glu

Leu

Ser

110

Ser

Thr

Asp

Leu

Arg

190

Thr

Ser

Leu

Gln

Ala

Gly

Ala

95

Ile

Gly

Leu

Leu

Ala

175

Phe

Ser

Asn

Ala

Ala

Ser

Ala

80

Val

Gln

Gln

Thr

Lys

160

Gln

Asn

Ala

Met

Gln
240



<210> 26
<211> 230
<212> PRT

<213> Salmonella

<400> 26

Ala Gln Val
1

Leu Asn Lys

Ser Gly Leu
35

Ile Ala Asn
50

Arg Asn Ala
65

Leu Asn Glu

Gln Ser Ala

Ala Glu Ile
115

Thr Gln Phe
130

Gln Lys Ile

145

Leu Gly Ala

Ile

Ser

20

Arg

Arg

Asn

Ile

Asn

100

Thr

Asn

Asp

vVal

Asn

Gln

Ile

Phe

Asp

Asn

85

Ser

Gln

Gly

Ala

Gln
165

enterica

Thr

Ser

Asn

Thr

Gly

70

Asn

Thr

Arg

Val

Ala
150

Asn

Asn

Ala

Ser

Ala

55

Ile

Asn

Asn

Leu

Lys
135

Leu

Arg

Ser

Leu

Ala

40

Asn

Ser

Leu

Ser

Asn

120

Val

Ala

Phe

Leu
Gly
25

Lys
Ile
Ile
Gln
Gln
105

Glu

Leu

Gln

Asn

Ser

10

Thr

Asp

Lys

Ala

Arg

Ser

Ile

Gly

Val

Ser
170

Leu

Ala

Asp

Gly

Gln

75

val

Asp

Asp

Ala

Asp
155

Ala

108

Leu

Ile

Ala

Leu

60

Thr

Arg

Leu

Arg

Ala
140

Thr

Ile

Thr Gln Asn Asn
15

Glu Arg Leu Ser
30

Ala Gly Gln Ala
45

Thr Gln Ala Ser

Thr Glu Gly Ala
80

Glu Leu Ala Val
95

Asp Ser Ile Gln
110

Val Ser Gly Gln
125

Gly Asn Pro Leu

Leu Arg Ser Asp
160

Thr Asn Leu Gly
175



Asn Thr Val Asn

180

Ala Thr

185

Asp Tyr

Gln Ala Thr

210

Val Leu S
225

<210> 27
<211> 192
<212> PRT

Asn

Glu

Ser

Leu

<213> Salmonella

<400> 27

Ala Gln Val Ile

1

Ser
20

Leu Asn Lys

Ser Gly Leu

35

Arg

Ile Ala
50

Asn Arg

Arg Asn Ala Asn

65

Leu Asn Glu Ile

Gln Ser Ala Gly

100

Asn

Gln

Ile

Phe

Asp

Asn

85

Ala

Leu Thr Ser Ala Arg Ser Arg Ile Glu Asp Ser

185

190

Val Ser Asn Met Ser Arg Ala Gln Ile Leu Gln

200

205

Val Leu Ala Gln Ala Asn Gln Val Pro Gln Ser

215

Arxg
230

enterica

Thr Asn Ser

Ser Ala Leu

Ala
40

Asn Ser

Thr Ala

55

Asn

Gly Ile Ser

70

Asn Asn Leu

Ala Gly Asn

Leu

Gly

25

Lys

Ile

Ile

Gln

Pro
105

Ser Leu
10

Thr Ala

Asp Asp

Lys Gly

Ala Gln
75

Arg Val
90

Leu Gln

109

220

Leu

Ile

Ala

Leu

60

Thr

Arxg

Lys

Thr

Glu

Ala

45

Thr

Thr

Glu

Ile

Gln

Arg

30

Gly

Gln

Glu

Leu

Asp
110

Asn

15

Leu

Gln

Ala

Gly

Ala

95

Ala

Asn

Ser

Ala

Ser

Ala

80

val

Ala



Leu Ala Gln Val Asp Thr Leu Arg Ser Asp Leu Gly Ala
115 120 125

Arg Phe Asn Ser Ala Ile Thr Asn Leu Gly Asn Thr Val
130 135 140

Thr Ser Ala Arg Ser Arg Ile Glu Asp Ser Asp Tyr Ala
145 150 155

Ser Asn Met Ser Arg Ala Gln Ile Leu Gln Gln Ala Gly
165 170

Leu Ala Gln Ala Asn Gln Val Pro Gln Ser Val Leu Ser
180 185

<210> 28

<211> 765

<212> ADN

Val Gln Asn

Asn Asn Leu

Thr Glu Val
160

Thr Ser Val
175

Leu Leu Arg
190

<213>

<400> 28
atggcacaag
tceccagtecg
gcgaaagacg
ctgactcagg
gcgctgaacg
aacagcacca
aacgaaatcg
gacaacaccc
aagggtgcag
ttacgttctg
aacaccgtaa

gaagtttcca

caggcgaacce

tcattaatac
ctctgggcac
atgcggcagg
cttcecgtaa
aaatcaacaa
actcccagtce
accgtgtatc
tgaccatcca
ctggaaaccc
acctgggtge
acaacctgac
acatgtctcg

aggttccgeca

Salmonella enterica

aaacagcctg
cgctatcgag
tcaggcgatt
cgctaacgac
caacctgcag
tgacctcgac
cggccagact
ggttggtgcc
gctgcagaaa
ggtacagéac
ttétgcccgt
cgcgcagatt

aagcgtecte

tecgectgttga
cgtctgtctt
gctaaccgtt
ggtatctcca
cgtgtgegtg
tccatccagg
cagttcaacg
aacgacggtyg
attgatgctg
cgtttcaact
agccgtatcg
ctgcagcagg

tctttactge
110

cccagaataa
ccggtcetgeg
ttaccgcgaa
ttgcgcagac
aactggcggt
ctgaaatcac
gcgtgaaagt
aaactatcga
ctttggcaca
ccgctattac
aagattccga
ccggtaccte

gttaa

cctgaacaaa
tatcaacagc
éatcaaaggt
cactgaaggc
tcagtctgct
ccagcgcectg
cetggegeag
tatcgatctg
ggttgacacg
caacctgggce
ctacgcgacc

cgttctggceg

60
120
180
240
300
360
420
;80
540
600
660
720

765



<210> 29

<211> 696
<212>

<213>

<400> 29

atggcacaag

tccecagtecg

gcgaaagacg

ctgactcagg

gcgctgaacyg

aacagcacca
aacgaaatcg
gctggaaace
gacctgggtg
aacaacctga
aacatgtctc

caggttcege

<210> 30

<211> 582
<212> ADN

<213>

ADN

tcattaatac
ctctgggcac
atgcggcagg
cttceegtaa

aaatcaacaa

actcccagtce
accgtgtatc
cgctgecagaa
cggtacagaa
cttctgcecg
gcgcgcagat

aaagcgtcect

Salmonella enterica

aaacagcctg
cgctatcgag
tcaggcgatt
cgctaacgac

caacctgcag

tgacctcgac
cggccagact
aattgatgct
ccgtttcaac
tagccgtatce
tctgcagcag

ctctttactg

Salmonella enterica

tcgctgttga
cgtctgtcett
gctaaccgtt
ggtatctcca

cgtgtgcgtg

tccatccagg
cagttcaacg
gectttggcac
tccgetatta
gaagattccg
gceggtaccet

cgttaa

111

cccagaataa
ccggtetgeg
ttaccgcgaa
ttgcgcagac

aactggcggt

ctgaaatcac
gcgtgaaagt
aggttgacac
ccaacctggg
actacgcgac

cegttetgge

cctgaacaaa
tatcaacagc
catcaaaggt
cactgaaggc

tcagtctget

ccagcgectg
cctgggtgcea
gttacgttct
caacaccgta
cgaagtttcc

gcaggcgaac

60
120
180
240

300

360
420
480
540
600
660

696



<400> 30

atggcacaag
tcccagtecg
gcgaaagacqg
ctgactcagg
gecgetgaacyg
ggtgcagctg
cgttctgacc
accgtaaaca

gtttccaaca

gcgaaccagg

tcattaatac
ctctgggcac
atgeggcaqg
ctteecgtaa
aaatcaacaa
gaaacccegcet
tgggtgcggt
acctgacttce
tgtctegege

ttccgcaaayg

aaacagcctg
cgctatcgag
tcaggcgatt
cgctaacgac
caacctgcag
gcagaaaatt
acagaaccgt
tgcecegtage
gcagattctg

cgtecctectcet

Lisboa,

tcgetgttga
cgtctgtett
gctaaccgtt
ggtatctcca
cgtgtgcegtg
gatgctgcett
ttcaactceeg
cgtatcgaag
cagcaggccg

ttactgcgtt

112

cccagaataa
ccggtetgeg
ttaccgcgaa
ttgcgecagac
aactggcggt
tggcacaggt
ctattaccaa
attccgacta
gtacctcegt

aa

cctgaacaaa
tatcaacagc
catcaaaggt
cactgaaggc
tcagtctget
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cctgggcaac
cgcgaccgaa

tectggcgcag
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1.

REIVINDICACOES

Composto imunoadjuvante compreendendo:

a) um péptido N-terminal possuindo, pelo menos, 90%
identidade de aminodcidos com a sequéncia de aminoédcidos
com inicio no residuo de aminodcido localizado na posicéao
1 da SEQ ID N° 1 e terminando num residuo de aminodcidos
seleccionado do grupo consistindo em qualgquer um dos
residuos de aminodcidos localizados na posicdes 99 a 173

de SEQ ID N° 1; e

b) um péptido C-terminal possuindo, pelo menos, 90% de
identidade de aminodcidos com a sequéncia de aminodcidos
com inicio num residuo de aminocdcido seleccionado ,do
grupo consistindo em qualquer um dos residuos de
aminodcidos localizado nas posicgdes 401 a 406 de SEQ ID
N° 1 e terminando no residuo de aminodcidos localizado na

posicdao 494 de SEQ ID N° 1, em que:

- o referido péptido N-terminal estd directamente

ligado ao referido péptido C-terminal, ou

- o referido péptido N-terminal e o referido péptido
C-terminal estdo ligados indirectamente, um ao outro,
através de uma cadeia espacadora, em que a cadeia
espacadora consiste em 1-20 aminocdcidos ligados por
ligagdes peptidicas, em gue ©0s aminoacidos sao
seleccionados dos 20 aminoéacidos que ocorrem

naturalmente e em que o composto nao é SEQ ID N°: 15,



628, 630, 632, 634, 713, 715, 717, 719 ou 721 do
documento WO 2009/128950.

Composto imunoadjuvante compreendendo:

a) um péptido N-terminal possuindo, pelo menos, 90% de
identidade de aminodcidos com a sequéncia de aminodcidos com
inicio a partir do residuo de aminodcido 1localizado na
posicdo 1 DE SEQ ID N° 1 e terminando num residuo de
aminodcidos seleccionado do grupo consistindo em qualquer um
dos residuos de aminocdcidos localizado nas posicgdes 99 a 173

de SEQ ID N° 1; e

b) um péptido C-terminal possuindo, pelo menos, 90% de
identidade de aminodcidos com a sequéncia de aminodcidos com
inicio num residuo de aminocdcido seleccionado do grupo
consistindo em qualquer um dos residuos de aminodcidos
localizado nas posicdes 401 a 406 de SEQ ID N° 1 e
terminando no residuo de aminocdcidos localizado na posicéo

494 de SEQ ID N° 1, em que:

- o referido péptido N-terminal estd directamente

ligado ao referido péptido C-terminal, ou

- o referido péptido N-terminal e o referido péptido
C-terminal estdo ligados indirectamente, um ao outro,
através de uma cadeia espacadora, em que a cadeia
espacadora consiste em 1-20 aminocdcidos ligados por
ligagdes peptidicas, em que o0s aminodcidos sao
seleccionados a partir dos 20 aminodcidos que ocorrem

naturalmente em que o referido péptido N-terminal &



seleccionado do grupo consistindo nas sequéncias de

aminodcidos 1-99, 1-137, 1-160 e 1-173 de SEQ ID N° 1.

Composto imunoadjuvante compreendendo:

a) um péptido N-terminal possuindo, pelo menos, 90% de
identidade de aminodcidos com a sequéncia de aminodcidos com
inicio do residuo de aminodcido localizado na posicdo 1 de
SEQ ID N °1 e terminando num residuo de aminodcidos
seleccionado do grupo consistindo em qualgquer um dos
residuos de aminodcidos localizado nas posicgdes 99 a 173 de

SEQ ID N° 1; e

b) um péptido C-terminal possuindo, pelo menos, 90% de
identidade de aminodcidos com a sequéncia de aminodcidos com
inicio num residuo de aminocdcido seleccionado do grupo
consistindo em qualquer um dos residuos de aminodcidos
localizado nas posicdes 401 a 406 de SEQ ID N° 1 e
terminando no residuo de aminocdcido 1localizado na posicéo

494 de SEQ ID N° 1, em que:

- o referido péptido N-terminal estd directamente

ligado ao referido péptido C-terminal, ou

- 0 referido péptido N-terminal e o referido péptido
C-terminal estdo ligados indirectamente, um ao outro,
através de uma cadeia espacadora, em que a cadeia
espacadora consiste em 1-20 aminocdcidos ligados por
ligagdes peptidicas, em gue ©0s aminoacidos sao
seleccionados dos 20 aminoéacidos que ocorrem

naturalmente, em que o referido péptido C-terminal &



seleccionado do grupo consistindo nas sequéncias de

aminodcidos 401-494 e 406-494 de SEQ ID N° 1.

Composto imunoadjuvante de acordo com qualquer das
reivindicacgdes 2 ou 3, em que os referidos péptidos
N-terminal e C-terminal consistem nas sequéncias de

aminodcidos 1-173 e 401-494 da SEQ ID N° 1, respectivamente.

Composto imunoadjuvante de acordo com qualquer das
reivindicagdes 2-3, em que os referidos péptidos N-terminal
e C-terminal consistem nas sequéncias de aminodcidos 1-160 e

406-494 da SEQ ID N° 1, respectivamente.

Composto imunoadjuvante de acordo com qualquer das
reivindicagdes 2-3, em que o0s referidos péptidos N-terminal
e C-terminal consistem nas sequéncias de aminodcidos 1-137 e

406-494 de SEQ ID N° 1, respectivamente.

Composto imunocadjuvante de acordo com gqualquer uma das
reivindicagdes 2 a 6, em que o referido péptido N-terminal e
o referido péptido C-terminal s&o ligados indirectamente, um
ao outro, através de uma cadeia espacadora intermediédria
consistindo na sequéncia do péptido NH,-Gly-Ala-Ala-Gly-
COOH.

Composto imunoadjuvante compreendendo:

a) um péptido N-terminal possuindo, pelo menos, 90% de
identidade de aminodcidos com a sequéncia de aminodcidos com
inicio desde o residuo de aminodcido localizado na posicdo 1
da SEQ ID N°1 e terminando num residuo de aminodcidos

seleccionado do grupo consistindo em qualgquer um dos
4



10.

residuos de aminocdcidos localizado na posicgdes 99 a 173 de
SEQ ID N° 1 ; e

b) um péptido C-terminal possuindo, pelo menos, 90% de
identidade de aminodcidos com a sequéncia de aminodcidos com
inicio num residuo de aminodcido seleccionado do grupo
consistindo em qualgquer um dos residuos de aminoédcidos
localizado nas posicgdes 401 a 406 de SEQ ID N° 1 e
terminando no residuo de aminodcidos localizados na posicao

494 de SEQ ID N° 1, em que:

- o referido péptido N-terminal estd directamente

ligado ao referido péptido C-terminal, ou

- o0 referido péptido N-terminal e o referido péptido
C-terminal estao ligados indirectamente, um ao outro,
através de uma cadeia espacadora, em que a cadeia
espagadora consiste em 1-20 aminodcidos 1ligados por
ligagdes peptidicas, em qgue 0s aminoéacidos sao
seleccionados a partir dos 20 aminodcidos que ocorrem

naturalmente

em que o residuo de aminodcido asparagina localizado na
posicdo 488 de SEQ ID N° 1 & substituido por uma

serina.

Composto imunoadjuvante de acordo com qualquer reivindicacao
anterior, em que o referido composto compreende um residuo

de metionina adicional na extremidade N-terminal.

Composicgéao farmacéutica compreendendo um composto

imunoadjuvante de acordo com qualquer uma das



11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

reivindicacgdes 1 a 9, juntamente com um ou mais excipientes

farmaceuticamente aceitaveis.

Composicao imunogénica compreendendo um composto
imunoadjuvante de acordo com gqualquer uma das reivindicacdes

1 a 9, juntamente com um ou mais antigénios.

Composicao de vacina compreendendo um composto
imunoadjuvante de acordo com gqualquer uma das reivindicacdes

1 a 9, juntamente com um ou mais antigénios.

Composigdo imunogénica de acordo com a reivindicacgdo 11 ou a
composicdo de vacina de acordo com a reivindicacao 12, em
que o) referido composto imunoadjuvante nao esta

covalentemente ligado ao referido um ou mais antigénios.

Composto imunocadjuvante de acordo com gqualquer uma das

reivindicagdes 1 a 9, para utilizacgdo como um medicamento.

Utilizacdo de um composto imunoadjuvante de acordo com
qualquer uma das reivindicag¢des 1 a 9, para a preparagao de

uma composicao farmacéutica.

Acido nucleico que codifica o composto imunoadjuvante de

acordo com qualguer uma das reivindicacdes 1 a 9.

Vector recombinante compreendendo, nele inserido, o 4acido
nucleico da reivindicacao 16, o acido nucleico que codifica

um composto imunoadjuvante compreendendo:

a) um péptido N-terminal possuindo, pelo menos, 90% de

identidade de aminodcidos com a sequéncia de
6



18.

aminoadcidos com inicio desde o residuo de aminoacido
localizado na posigdao 1 de SEQ ID N° 1 e terminando num
residuo de aminodacidos seleccionado do grupo
consistindo em qualgquer um dos residuos de aminodcidos

localizado na posicgdes 99 a 173 de SEQ ID N° 1; e

b) um péptido C-terminal possuindo, pelo menos, 90% de
identidade de aminodcidos com a sequéncia de
aminodcidos com inicio num residuo de aminoacido
seleccionado do grupo consistindo em gualquer um dos
residuos de aminocdcidos localizado nas posicbes 401 a
406 de SEQ ID N° 1 e terminando no residuo de
aminodcidos localizado na posicdo 494 de SEQ ID N° 1,

em que:

- o0 referido péptido N-terminal estd directamente

ligado ao referido péptido C-terminal, ou

- o0 referido péptido N-terminal e o referido
péptido C-terminal estdo ligados indirectamente,
um ao outro, através de uma cadeia espacgadora, em
que a cadeia espacadora consiste em
1-20 aminodcidos ligados por ligacgdes peptidicas,
em que o8 aminodcidos sdo seleccionados dos 20

aminodcidos que ocorrem naturalmente.

Célula hospedeira transfetada ou transformada com o vector
recombinante da reivindicacdo 17 ou com um &acido nucleico

que codifica um composto imunoadjuvante compreendendo:

um péptido N-terminal possuindo, pelo menos, 90% de

identidade de aminodcidos com a sequéncia de aminodcidos com

7



inicio desde o residuo de aminodcido localizado na posicao 1
de SEQ ID N° 1 e terminando num residuo de aminodcidos
seleccionado do grupo consistindo em gualgquer um dos
residuos de aminocdcidos localizados nas posicdes 99 a 173 de

SEQ ID N° 1; e

b) um péptido C-terminal possuindo, pelo menos, 90% de
identidade de aminodcidos com a sequéncia de aminodcidos com
inicio num residuo de aminodcido seleccionado do grupo
consistindo em qualgquer um dos residuos de aminodcidos
localizado na posigdes 401 a 406 de SEQ ID N° 1 e terminando
no residuo de aminodcidos 1localizado na posicdo 494 de

SEQ ID N° 1, em que:

- o referido péptido N-terminal estd directamente

ligado ao referido péptido C-terminal, ou

- o0 referido péptido N-terminal e o referido péptido
C-terminal estdao ligados indirectamente, um ao outro,
através da cadeia espacadora, em que a cadeia
espagadora consiste em 1-20 aminodcidos ligados por
ligagdes peptidicas, em qgue 0s aminoéacidos sao
seleccionados dos 20 aminoacidos que ocorrem

naturalmente.

Lisboa, 7 de Fevereiro de2014
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