Republica Federativa do Brasil
hitie do 7 .

(RPI 2108)

@ o Coméroin Extarior
h Py

Intitutes b

21 Pl0613525-0 A2

(22) Data de Depésito: 13/07/2006
(43) Data da Publicacao: 31/05/2011

* B RPIOG®135205A2%*%

(51) Int.CI.:

A61K 39/00 2006.01
A61K 39/02 2006.01
A61K 39/12 2006.01

(54) Titulo: METODOS PARA PRODUZIR UMA
COMPOSIGAO IMUNOGENICA, PARA MELHORAR A
IMUNOGENICIDADE DE UMA COMPOSIGAO, PARA
INTENSIFICAR A IMUNOGENICIDADE DE UMA
COMPOSIGAO DE VACINA, E PARA DETERMINAR A
QUANTIDADE DE ESTRUTURAS BETA-CRUZADAS
EM UMA COMPOSICAO DE VACINA, USOS DE
ESTRUTURAS BETA-CRUZADAS, E DE UMA
COMPOSICAO IMUNOGENICA, VACINA DE
SUBUNIDADE, E, COMPOSICAO IMUNOGENICA

(30) Prioridade Unionista: 13/07/2005 EP 05076612.0
(73) Titular(es): CROSSBETA BIOSCIENCES B.V.

(72) Inventor(es): BAREND BOUMA, MARTIJN FRANS BEN
GERARD GERBINK

(74) Procurador(es): MOMSEN, LEONARDOS & CIA.
(86) Pedido Internacional: PCT NL2006000362 de 13/07/2006

(87) Publicacédo Internacional: wo 2007/008070de 18/01/2007

(57) Resumo: METODOS PARA PRODUZIR UMA COMPOSICAO
IMUNOGENICA, PARA MELHORAR A IMUNOGENICIDADE DE UMA
COMPOSICAO, PARA INTENSIFICAR A IMUNOGENICIDADE DE
UMA COMPOSICAO DE VACINA, E PARA DETERMINAR A
QUANTIDADE DE ESTRUTURAS BETA-CRUZADAS EM UMA
COMPOSICAO DE VACINA, USOS DE ESTRUTURAS BETA-
CRUZADAS, E DE UMA COMPOSIGAO IMUNOGENICA, VACINA DE
SUBUNIDADE, E, COMPOSICAO IMUNOGENICA A invengéo refere-
se a novos métodos e meios para prover substancias proteinaceas,
como peptideos, polipeptideos, glicoproteinas, lipoproteinas e
compostos complexos compreendendo o primeiro em combinagédo com
outras substancias, como acidos nucleicos, estruturas de membrana,
estruturas de carboidratos, com estruturas e-cruzadas, que melhoram
a imunogenicidade de referida substancia proteinacea. Os peptideos,
proteinas, glicoproteinas, etc., resultantes s@o preferivelmenteusados
em vacinas. A invengdo prové um método para produzir uma
composi¢do imunogénica compreendendo pelo menos um peptideo,
polipeptideo, proteina, glicoproteina, e/ou lipoproteina, compreendendo
prover referida composi¢do com pelo menos uma estrutura p-cruzada.
A invengédo também descreve o uso de estruturas e-cruzadas na
prepara¢ao de uma vacina para a profilaxia de uma doenga infecciosa.
A invengéo ainda prové um método para melhorar a imunogenicidade
de uma composicdo compreendendo pelo menos um peptideo,
polipeptideo, proteina, glicoproteina e/ou lipoproteina, compreendendo
contatar pelo menos um dentre referido peptideo, polipeptideo,
proteina, glicoproteina e/ou lipoproteina com um agente indutor e-
cruzado, assim provendo referida composi¢do com estruturas e-
cruzadas adicionais.
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“METODOS PARA PRODUZIR UMA COMPOSICAO IMUNOGENICA,
PARA MELHORAR A IMUNOGENICIDADE DE UMA COMPOSICAO,
PARA INTENSIFICAR A IMUNOGENICIDADE DE UMA
COMPOSICAO DE VACINA, E PARA DETERMINAR A QUANTIDADE
DE ESTRUTURAS BETA-CRUZADAS EM UMA COMPOSICAO DE
VACINA, USOS DE ESTRUTURAS BETA-CRUZADAS, E DE UMA
COMPOSICAO IMUNOGENICA, VACINA DE SUBUNIDADE, E,
COMPOSICAO IMUNOGENICA”

A invengdo refere-se a novos métodos e meios para
proporcionar substincias proteindceas, como peptideos, polipeptidios,
glicoproteinas, lipoproteinas e compostos complexos compreendendo o
primeiro em combinagfo com outras substdncias, como 4cidos nucleicos,
estruturas de membrana, estruturas de carboidratos, com estruturas B-
cruzadas, que incrementam a imunogenicidade de referida substancia
proteinacea. Os peptideos, proteinas, glicoproteinas, etc., resultantes s&o
usados preferivelmente em vacinas.

Vacinas podem ser divididas em dois grupos basicos, i.e..
vacinas profilaticas e vacinas terapéuticas. Vacinas profilaticas t€ém sido

preparadas e/ou sugeridas contra substancialmente cada agente infeccioso

“conhecido (virus, bactéria, levedura, fungos, parasita, micoplasma, etc.), que

apresenta alguma patologia no Homem, animais domésticos e/ou animais de
criagdo. Vacinas terapéuticas também tém sido preparadas e/ou sugeridas para
agentes infecciosos, mas também para tratamentos de cancer e outras
aberragdes, € também para induzir respostas imunes contra outros auto-
antigenos, compreendendo até mesmo, p. ex. LHRH, para imunocastragéo de
javalis, ou para uso na prevengdo da [doenga] do enxerto versus hospedeiro
(GVH, graft versus host) e/ou rejeigdes de transplante.

Em vacinas, em geral, ha duas questdes vitais. Vacinas

precisam ser eficazes e vacinas precisam ser seguras. Freqiientemente parece
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que as duas exigéncias s3o mutuamente exclusivas quando se tenta
desenvolver uma vacina. As vacinas mais eficazes até aqui t€m sido agentes
infecciosos vivos modificados. Estes sdo modificados de uma maneira que
sua viruléncia foi reduzida (atenuag¢do) a um nivel aceitavel. A cepa de vacina
do agente infeccioso tipicamente ndo se replica no hospedeiro, mas em um
nivel reduzido, de modo que o hospedeiro pode oeferecer uma resposta imune
adequada, também dotando o hospedeiro com imunidade de longo prazo
contra o agente infeccioso. O lado negativo de vacinas atenuadas € que o0s
agentes infecciosos podem reverter a uma forma mais virulenta (e, portanto,
patogénica).

Isto pode ocorrer em qualquer agente infeccioso, mas também
¢ um problema muito sério em virus rapidamente mutantes (como, em
particular, virus de RNA). Outro problema com vacinas vivas modificadas ¢
que agentes infecciosos freqlientemente apresentam muitos serotipos
diferentes. Provou-se que, em muitos casos, é dificil proporcionar vacinas que
elicitam uma resposta imune em um hospedeiro que protege contra diferentes
serotipos de agentes infecciosos.

Vacinas em que o agente infeccioso foi morto sdo seguras, mas
freqiientemente sua eficicia é mediocre na melhor das hipoteses, mesmo
quando a vacina contém um adjuvante.

Um tipo de vacina que recebeu bastante atengdo porque o
advento da biologia moderna € a vacina de subunidade. Nestas vacinas,
apenas alguns elementos do agente infeccioso sdo usados para elicitar uma
resposta imune. Tipicamente, uma vacina de subunidade compreende duas ou
trés proteinas (glicoproteinas) e/ou peptidios presentes em proteinas de um
agente infeccioso (de um ou mais serotipos) que tém sido produzidos via
meios recombinantes e/ou meios sintéticos. Embora, em teoria, estas vacinas
sejam as vacinas mais promissoras, seguras e eficazes, na pratica a eficacia

provou ser uma barreira importante. Biologia molecular proporcionou mais
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métodos alternativos para se chegar a vacinas seguras e eficazes que,
teoricamente, também poderiam proporcionar protecdo cruzada contra
diferentes serotipos de agentes infecciosos. Estruturas de carboidrato
derivadas de agentes infecciosos tém sido sugeridas como componentes de
vacinas que elicitam respostas imunes especificas, bem como estruturas de
lipopolissacarideos, propds-se até mesmo complexos de 4cido nucleico.
Embora estas vacinas de componente sejam geralmente seguras, sua eficacia e
protecdo cruzada relativamente a diferentes serotipos geralmente tem faltado.
Combinagdes de diferentes tipos de componentes tém sido sugeridas
(carboidratos com peptidios/proteinas e lipopolissacarideo (LPS) com
peptidios/proteinas opcionalmente com veiculos), mas, até aqui, permanece a
questdo seguranga versus eficacia.

Outra abordagem para proporcionar prote¢do cruzada consiste
em preparar agentes infecciosos que compreendem componentes antigénicos
de dois ou mais serotipos de um agente infeccioso. Estes podem ser
produzidos, e foram produzidos por meio de modernas técnicas da biologia
molecular. Eles podem ser produzidos como vacinas vivas modificadas, ou
como vacinas com patogenos inativados ou mortos, mas também como
vacinas de subunidade. Vacinas de coquetel compreendendo antigenos de
agentes infecciosos completamente diferentes também sdo conhecidas. Em
muifos paises, criangas sdo vacinadas rotineiramente com vacinas de coquetel
contra, p. ex., difteria, tosse ladrante, tétano e pdlio. Vacinas recombinantes
compreendendo elementos antigénicos de diferentes agentes infecciosos
também foram sugeridas. Por exemplo, no caso de galinaceos, sugeriu-se uma
vacina baseada em um virus de anemia de frangos complementada com
elementos antigénicos do virus da doenga de Marek (MDV, Marek disease
virus), mas sugeriu-se e produziu-se muito mais combinagdes.

Outra vantagem importante de modernas vacinas

recombinantes é que elas proporcionaram a oportunidade de produzir vacinas
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marcadoras. Vacinas marcadoras tém sido dotadas com um - elemento
adicional que nfo estd presente em agente infeccioso de tipo selvagem, ou
vacinas marcadoras ndo apresentam um elemento que esta presente em agente
infeccioso de tipo selvagem. A resposta de um hospedeiro a ambos os tipos de
vacinas marcadoras pode ser diferenciada (tipicamente por meio de
diagnostico soroldgico) da resposta contra uma infecgdo com tipo selvagem.

A presente invengdo proporciona métodos e meio que
melhoram a imunogenicidade de composigdes destinadas a elicitar uma
resposta imune.

Em particular, a invengdo proporciona composi¢des com
imunogenicidade incrementada para uso como vacinas, sejam profilaticas ou
terapéuticas. A inven¢fo também proporciona vacinas com imunogenicidade
melhorada e seguranga melhorada.

Em uma concretiza¢do, a invengdo proporciona um método
para produzir uma composi¢do imunogénica compreendendo pelo menos um
peptidio,  polipeptidio, proteina, glicoproteina  e/ou  lipoproteina,
compreendendo dotar referida composi¢do com pelo menos uma estrutura 8
cruzada. Uma estrutura B cruzada € definida como uma parte de uma proteina
ou peptidio, ou uma parte de uma montagem de peptidios e/ou proteinas, que
compreende um grupo ordenado de filamentos P, tipicamente um grupo de
filamentos B dispostos em uma lamina B, em particular, um grupo de laminas
B empilhadas e estratificadas. Uma forma tipica de ldminas B empilhadas
encontra-se em uma estrutura similar a fibrilos em que as ldminas B podem
ser empilhadas em qualquer diregdo do eixo do fibrilo, ou perpendicular a do
eixo do fibrilo. O termo estrutura pode ser usado intercambiavelmente com o
termo conformacdo. Evidentemente, o termo peptidio destina-se a incluir
oligopeptidios e também polipeptidios, e o termo proteina inclui proteinas
com e sem modificagdes pos-tradugdo, como glicosilagdo. Ele também inclui

lipoproteinas e complexos compreendendo proteinas, como complexos de
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proteina-acido nucleico (RNA e/ou DNA), complexos de membrana-proteina,
etc.

Para  proporcionar uma  composi¢do  imunogénica,
particularmente uma composigdo imunogénica destinada a elicitar uma
resposta imune especifica contra um antigeno especifico (grupo de
[antigenos]) com uma estrutura B cruzada, uma proteina ou peptidio como
definido acima compreendendo uma estrutura  cruzada pode ser
simplesmente adicionada a referida composi¢do. De preferéncia, referida
proteina ou peptidio compreendendo referida estrutura f cruzada ¢ um
peptidio ou proteina de outra forma inerte. Inerte ¢ definido como ndo
elicitando uma resposta imune indesejada ou outra reagdo quimica indesejada
em um hospedeiro, pelo menos nio em um grau inaceitavel, de preferéncia,
apenas em um grau desprezivel. A fungdo desejada deveria estar presente
evidentemente em virtude da presenga de estruturas f cruzadas. A proteina ou
peptidio compreendendo uma estrutura f cruzada pode ser adicionado a
qualquer tipo de vacina, seja terapéutico ou profilatico, seja um agente
infeccioso inteiro atenuado ou morto, seja vacina de subunidade ou
carboidrato ou vacina de LPS ou combinagdes dos mesmos. Uma estrutura 3
cruzada pode estar presente em um inico composto proteinaceo, ou pode ser
uma estrutura compartilhada por varios compostos proteinaceos. Estruturas f3
cruzadas podem ser induzidas por meio de muitos mecanismos diferentes.
Muitos tipos de processos de desnaturag@o para proteinas e/ou polipeptidios
levam a formacgdo de estruturas B cruzadas. Referidos processos de
desnaturagio podem ser aplicados, portanto, para induzir estruturas [
cruzadas em muitos tipos de polipeptidios e/ou proteinas. Exemplos
compreendem tratamentos por meio de aquecimento, quimicos com, p. ex.,
sais superiores, materiais acidos ou alcalinos, pressdo e outros tratamentos
fisicos, etc. A adigdo de uma estrutura B cruzada pode proporcionar uma

composi¢do com imunogenicidade em um hospedeiro, ela também pode
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incrementar referida imunogenicidade ja presente em uma composi¢do. O
proteina/polipeptidio/peptidio que proporciona estrutura B cruzada pode ser
adicionado a uma composi¢io per se, mas também ¢& util usar referida
substincia proteinicea que proporciona estrutura 3 cruzada como um veiculo
a que se associou elementos do(s) agente(s) infeccioso(s) e/ou antigeno(s).
Esta ligagdo pode ser proporcionada por meio de ligagdo quimica (direta ou
indireta) ou por meio de expressdo do(s) antigeno(s) relevante(s) da
substincia proteindcea que proporciona estrutura 3 cruzada, como uma
proteina de fusdo. Em ambos os casos, podem estar presentes ligantes entre os
dois. Em ambos os casos, € possivel acoplar dimeros, trimeros e/ou
multimeros do antigeno (ou um ou mais epitopos de um antigeno relevante)
ao composto proteindceo proporcionando estrutura 3 cruzada. No entanto,
veiculos normais compreendendo antigenos ou epitopos relevantes acoplados
aos mesmos também podem ser usados. A simples adigdo de uma substancia
proteinicea compreendendo estrutura [ cruzada incrementara a
imunogenicidade de um complexo do tipo referido. Isto é mais ou menos
generalmente verdadeiro. Uma composi¢do imunogénica de acordo com a
invencdo pode compreender tipicamente uma quantidade, ou todos, os
constituintes normais de uma composi¢do imunogénica (em particular, uma
vacina), suplementada com um composto proteiniceo compreendendo
estrutura B cruzada (conformagéo).

Em uma concretizag¢do preferida o polipeptidio/proteina que
proporciona a estrutura B cruzada é per se um componente de vacina (i.e.,
derivado do agente infeccioso ou antigeno contra o qual se deseja uma
resposta imune).

Assim, em uma concretizagdo adicional a invengdo
proporciona um método de acordo com a invengdo, sendo que referida
estrutura B cruzada é induzida em pelo menos parte do referido pelo menos

um peptidio, polipeptidio, proteina, glicoproteina e/ou lipoproteina.
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Nesta concretizagdo, uma parte do antigeno e/ou antigenos
desejados ou um ou mais epitopos de referido(s) antigeno(s) € usada como um
composto que proporciona a estrutura B cruzada. Como indicado previamente,
é possivel introduzir estruturas B cruzadas de muitas maneiras. Uma maneira
preferida de introduzir estruturas p cruzadas em um antigeno € por meio de
um ou mais tratamentos de aquecimento, congelamento, oxidagdo,
glicosamento PEGilagdo, sulfatagdo, exposi¢gdo a um caotrofico, de
preferéncia, o caotréfico € uréia ou guanidinio-HCI, fosforilagdo, protedlise
parcial, lise quimica, de preferéncia, com HCI ou brometo de cianogénio,
sonicagdo, dissolugdo em solugdes organicas, de preferéncia, 1,1,1,3,3,3-
hexafluoro-2-propanol e &cido trifluoroacético, ou uma combinagéo dos
mesmos.

Um epitopo per se pode ser muito pequeno para compreender
estruturas B cruzadas. Como indicado previamente, varios epitopos em
conjunto podem formar uma estrutura 8 cruzada e/ou o epitopo pode ser
colocado (sinteticamente, quimicamente ou recombinantemente) em um
ambiente compreendendo estruturas B cruzadas. Assim, em uma vacina de
subunidade compreendendo, p. ex., dois antigenos proteinaceos de um agente
infeccioso, uma parte de um ou do outro, ou ambos os antigenos, podem ser
dotados com estruturas B cruzadas e, depois, dispostos juntos com o resto do
material antigénico para proporcionar, ou pelo menos incremental, a
imunogenicidade de uma composi¢do compreendendo estes antigenos.
Novamente, ¢ possivel adicionar constituintes normais de composi¢des
imunogénicas (em particular vacinas), como veiculos, adjuvantes, outros
excipientes. Se o veiculo for proteiniceos, ele também pode induzir
vantajosamente estruturas P cruzadas em pelo menos parte de referido
veiculo. Um ou mais dos componentes antigénicos da vacina de subunidade
podem ser acoplados a referido veiculo. Novamente, os componentes

antigénicos podem estar presentes como mondmeros, dimeros, multimeros,
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em disposigdes de pé-a-cabega (com ou sem espagadores entre 0s mesmos),
ou em outras disposi¢des multiméricas (conhecidas como "arvores", ou
"estrelas" e analogos). As composigdes imunogénicas composi¢des
imunogénicas produzidas com os métodos da invengéo também sdo parte da
presente invengdo. Composi¢des antigénicos de acordo com a invengéo séo
tipicamente as vacinas conhecidas contra os antigenos desejados conhecidos,
a que pelo menos um composto proteinaceos € adicionado numa quantidade
de até 30 porcento em peso do material antigénico presente na vacina. Em
uma concretizagdo preferida, os compostos que proporcionam estrutura f3
cruzada estio presentes em 10-30 % em peso com relagdo ao material
antigénico. Quando o material compreendendo estrutura B cruzada da
invencdo & usado para substituir um veiculo convencional em uma vacina, ele
pode ser usado aproximadamente nas mesmas relagdes em peso que o veiculo
original. Quando parte do antigeno(s) relevente ¢ usada para proporcionar os
compostos de estrutura P cruzada, entdo a quantidade total de material
antigénico deveria ser pelo menos a mesma que em uma vacina sem referidas
estruturas B cruzadas. Tipicamente, isto significa que a quantidade total de
antigeno (normal + compreendendo estrutura  cruzada) sera de 10 a 50, de
preferéncia, de 5 a 30 % maior do que a vacina sem estruturas  cruzadas. Do
antigeno a ser usado como composto que proporciona estrutura 8 cruzada,
tipicamente pelo menos 50 % sfo desnaturados, mais preferivelmente mais de
90 % sdo desnaturados. A combinagdo Otima de antigeno desnaturado e
normal para cada vacina ¢ determinada por meio de simples estudos de dose
crescente. Produz-se faixas de composi¢Bes antigénicos que compreendem 3,
10, 20, 30, 40 50, % em peso do material antigénico desnaturado para se
determinar a quantidade adicionada apropriada de antigenos contendo
estrutura B cruzada. Quando a faixa é determinada, faz-se o ajuste fino da
mesma determinando-se uma faixa entre as melhores doses. O mesmo €

realizado quando se usa material proteiniceo inerte para proporcionar as
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estruturas 3 cruzadas.

O uso intencionado das composi¢des antigénicos de acordo
com a invengdo € como vacinas, sejam terapéuticas ou profilaticas. O uso
preferido é na profilaxia contra agentes infecciosos. O campo da vacina € um
velho campo da arte. Pessoas com pratica na arte sdo mui capazes de adaptar
a presente inveng¢do a vacinas conhecidas. Adicionalmente, vacinas (p. ex.
vacinas de subunidade) que nfio apresentavam suficiente eficacia (protegdo)
podem ser incrementadas com os métodos e meios da presente inveng&o.

Assim, em uma concretizagdo adicional a invengdo
proporciona o uso de estruturas 3 cruzadas na preparagio de uma vacina para
a profilaxia de uma doenga infecciosa, ou, mais preferivelmente, o uso de
estruturas B cruzadas induzidas em um componente de proteina de um agente
infeccioso na preparagdo de uma vacina que induz uma resposta imune contra
referido agente infeccioso, em particular o uso acima, sendo que referido
componente de proteina é uma proteina viral ou bacteriana e sendo que
referido agente infeccioso é um virus, ou uma bactéria.

Em outra concretizacdo a invengdo proporciona uma vacina de
subunidade compreendendo pelo menos uma proteina viral, sendo que pelo
menos 4-50 %, de preferéncia, 10-30 % de referida proteina viral encontra-se
numa conformag¢do compreendendo estruturas B cruzadas.

Em outra concretizagio adicional a invengdo proporciona uma
vacina de subunidade compreendendo pelo menos uma proteina bacteriana,
sendo que pelo menos de 4 a 50 %, de preferéncia, de 10 a 30 % de referida
proteina bacteriana encontra-se numa conformagio compreendendo estruturas
B cruzadas.

Em outra concretizagio adicional a invengdo proporciona uma
vacina de subunidade compreendendo pelo menos dois proteinas virais, sendo
que pelo menos de 4 a 50 %, de preferéncia, de 10 a 30 % de pelo menos uma

de referidas proteinas virais encontra-se numa conformagdo compreendendo
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estruturas 3 cruzadas.

Em outra concretizagdo adicional a invengdo proporciona uma
vacina de subunidade compreendendo pelo menos duas proteina bacterianas,
sendo que pelo menos de 4 a 50 %, de preferéncia, de 10 a 30 % de pelo
menos uma de referidas proteina bacterianas encontra-se numa conformag@o
compreendendo estruturas B cruzadas.

Em uma concretizacdo adicional a inveng@o proporciona um
uso de estruturas B cruzadas na preparagdo de uma composigéo imunogénica
para a profilaxia e/ou tratamento de céncer. Referida composi¢do
imunogénica é, de preferéncia, uma vacina para a profilaxia e/ou tratamento
de um tumor ou metastase. Estruturas P cruzadas induzidas em um

componente de proteina de uma vacina sdo usadas, de preferéncia, para

induzir uma resposta imune contra um tumor ou metastase. Referido

componente de proteina compreende, de preferéncia, um antigeno de tumor.
Conseqiientemente, a indugfio de estruturas p cruzadas em um tumor antigeno
é particularmente vantajosa para a produgdo de uma composigéo imunogénica
capaz de elicitar uma resposta imune contra referido tumor. Alternativamente,
ou adicionalmente, referido componente de proteina é combinado com outro
composto compreendendo estruturas P cruzadas. Referido outro composto
compreende, de preferéncia, um adjuvante. De preferéncia, usa-se ovalbumina
em que a formacdo de estruturas B cruzadas foi induzida e/ou acentuada.

Em uma concretiza¢do preferida um método de acordo com a
invencdo ¢ usado para preparar uma composi¢do imunogénica contra um
tumor que ¢ induzido por um agente infeccioso, como por exemplo um virus.
Da forma mais preferivel, estruturas B cruzadas séo usadas na preparacdo de
uma composi¢io imunogénica contra um tumor relacionado com
papilomavirus humano (HPV, Human papillomavirus). De preferéncia,
estruturas P cruzadas sdo induzidas e/ou acentuadas em uma proteina de HPV

E6 e/ou proteina de HPV E7. Referida proteina de HPV E6 e/ou proteina de
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HPV E7 em que a formagdo de estruturas B cruzadas foi induzida e/ou
acentuada ¢ particularmente vantajosa para elicitar uma resposta imune contra
um tumor relacionado com HPV. Alternativamente, ou adicionalmente, uma
proteina de HPV E6 e/ou proteina de HPV E7 ¢ combinada com outro
composto compreendendo estrutura B cruzada. Referido outro composto
compreende, de preferéncia, um adjuvante. De preferéncia, usa-se ovalbumina
em que a formagdo de estruturas f cruzadas foi induzida e/ou acentuada.

Em outra concretizacio adicional a invengdo proporciona um
uso de estruturas P cruzadas na preparagdo de uma composi¢do imunogénica
para imuno-castragio. Nesta concretizagdo a formacdo de estruturas f
cruzadas &, de preferéncia, induzida e/ou acentuada em LHRH.
Alternativamente, ou adicionalmente, um LHRH ¢é combinado com outro
composto compreendendo estrutura B cruzada. Referido outro composto
compreende, de preferéncia, um adjuvante.

Proporciona-se também com isso um uso de estruturas f3
cruzadas na preparagdo de uma composi¢do imunogénica para a profilaxia
e/ou tratamento de aterosclerose, amiloidoses, doengas autoimunes, rejeigdes
enxerto-versus-hospedeiro e/ou rejeigdes de transplante. Referida composi¢do
imunogénica compreende, de preferéncia, uma vacina. Estruturas § cruzadas
sdo induzidas, de preferéncia, em um componente de proteina de uma vacina
capaz de induzir uma resposta imune contra um componente de proteina
envolvido em pelo menos uma das doengas indicadas acima, de preferéncia,
aterosclerose, amiloidoses e/ou uma doeng¢a auto-imune, sendo que referido
componente de proteina € um antigeno e sendo que referida doenga ¢
associada com actimulo de referido componente de proteina. Em outra
concretizagdo adicional a invengdo proporciona o uso de estruturas B cruzadas
na preparagio de uma composigdo imunogénica, de preferéncia, uma vacina,
para induzir uma resposta imune na profilaxia ou tratamento de outras

aberragdes, e também para induzir uma resposta imune contra qualquer outra
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por¢do ou auto-antigeno, de preferéncia, mas sem limitag8o, nicotina,
haptenos e/ou LHRH. Em uma concretizagdo, estruturas f3 cruzadas sdo
induzidas em um componente de proteina de uma vacina capaz de induzir
uma resposta imune contra componentes envolvidos em rejeig¢des de enxerto-
versus-hospedeiro (GvH) ou rejei¢des de transplante.

Em outra concretizagfo adicional a invengéo proporciona uma
composi¢dio imunogénica compreendendo um antigeno bacteriano ou
parasitico ou viral, sendo que referido antigeno compreende pelo menos entre
de 4 a 50 %, de preferéncia, de 10 a 30 %, de referido antigeno em uma
conformagio de estrutura P cruzada. Referido antigeno compreende, de
preferéncia, proteina de HPV E6, proteina de HPV E7, hemaglutinina de
Influenza H5, hemaglutinina de Influenza H7, proteina do pestivirus E2,
proteina de Fasciola hepatica CL3 e/ou proteina PorA de Neisseria. Referida
composi¢do imunogénica é, de preferéncia, uma vacina.

Também se proporciona com isso um método de acordo com a
invencéo para produzir uma composi¢do imunogénica e/ou para aperfeigoar a
imunogenicidade de uma composigdo, sendo que referida composi¢do
compreende pelo menos um peptidio, polipeptidio, proteina, glicoproteina
e/ou lipoproteina sendo que referido pelo menos um peptidio, polipeptidio,
proteina, glicoproteina e/ou lipoproteina, compreende HPV E6, HPV E7,
Fasciola hepatica CL3, Influenza H5, Influenza H7, proteina do pestivirus E2
e/ou proteina PorA de Neisseria.

De acordo com a presente invengdo a imunogenicidade de uma
proteina ou peptidio é incrementada apds indugdo e/ou incrementagdo da
formagio de estruturas B cruzadas em referida proteina. Referida proteina
compreende, por exemplo, B2glicoproteina I, que ¢ uma auto-proteina. O
aumento da imunogenicidade de auto-proteinas é muito util para a indugéo de
uma resposta imune contra referidas proteinas, que normalmente ndo sao

facilmente reconhecidas pelo sistema imunolégico como antigenos. Exemplos
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de referidas proteinas sdo, por exemplo, LHRH, B2glicoproteina I, e
antigenos de tumor. A indugdo e/ou aumento da conformagdo da estrutura f§
cruzada em uma referida proteina ou peptidio antigénico da mesma em uma
resposta imune (incrementada) quando da administragdo de referida proteina
ou peptidio antigénico a um animal ou humano.

Em um aspecto a invengdo proporciona uma composi¢do
imunogénica compreendendo uma [2glicoproteina I ou um peptidio
antigénico da mesma, sendo que referida composi¢do imunogénica
compreende pelo menos entre 4-67 %, de preferéncia, de 10 a 33 % de
referida proteina ou peptidio em uma conformagdo de estrutura B cruzada.
Outra  concretizagdo  proporciona uma composi¢do  imunogénica
compreendendo uma B2glicoproteina I ou um peptidio antigénico da mesma,
sendo que referida B2glicoproteina I, ou um peptidio antigénico da mesma, €
acoplada a ou misturada com outra proteina ou peptidio da mesma
compreendendo pelo menos entre 4-67 %, de preferéncia, de 10 a 33 % de
referida outra proteina ou peptidio em uma conformagdo de estrutura f
cruzada. Em uma concretizagio proporciona-se uma composi¢do imunogénica
que compreende uma B2glicoproteina I ou um peptidio antigénico da mesma,
sendo que referida composi¢do imunogénica compreende pelo menos entre 4-
67 %, de preferéncia, de 10 a 33 % de referida proteina ou peptidio de f2-
glicoproteina I em uma conformag@io de estrutura B cruzada e sendo que
referida B2glicoproteina I ou peptidio antigénico é acoplada a ou misturada
com outra proteina ou peptidio, sendo que pelo menos entre 4-67 %, de
preferéncia, de 10 a 33 % de referida outra proteina ou peptidio € em uma
conformagiio de estrutura P cruzada. Referidas composi¢des imunogénicas
sdo usadas, de preferéncia, como uma vacina. Em uma concretizagdo
preferida referidas composi¢des imunogénicas sdo usadas para a profilaxia ou
tratamento de uma doenga autoimune.

Em outra concretizagio adicional a inveng@o proporciona uma
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composi¢do imunogénica compreendendo a proteina bacteriana ou parasitica
ou viral ou um peptidio antigénico da mesma, sendo que referida proteina
compreende pelo menos entre 4-67 %, de preferéncia, de 10 a 33 % de
referida proteina ou peptidio em uma conformagio de estrutura B cruzada.
Também se proporciona aqui uma composigdo imunogénica compreendendo
uma proteina bacteriana ou parasitica ou viral ou um peptidio antigénico da
mesma, sendo que referida proteina ou peptidio antigénico € acoplado a ou
misturado com outra proteina ou peptidio da mesma compreendendo pelo
menos entre 4-67 %, de preferéncia, de 10 a 33 % de referida outra proteina
ou peptidio em uma conformagéo de estrutura p cruzada. Uma concretizagéo
preferida proporciona uma composigdo imunogénica compreendendo uma
proteina bacteriana ou parasitica ou viral ou um peptidio antigénico da
mesma, sendo que referida proteina compreende pelo menos entre 4-67 %, de
preferéncia, de 10 a 33 % de referida proteina ou peptidio em uma
conformacdo de estrutura B cruzada, sendo que referida proteina ou peptidio
antigénico ¢ acoplado a ou misturado com outra proteina ou peptidio, sendo
que pelo menos entre de 4 a 67 %, de preferéncia, de 10 a 33 % de referida
outra proteina ou peptidio é em uma conformagdo de estrutura § cruzada. As
composi¢des  imunogénicas mencionadas acima compreendem, de
preferéncia, uma vacina. Referida outra proteina compreende, de preferéncia,
OVA ou KLH ou uma combina¢do de ambos, porque estes compostos séo
particularmente bem capazes de incrementar imunogenicidade. Assim, a
inveng¢do proporciona adicionalmente uma composi¢do imunogénica e/ou
vacina de acordo com a presente inveng#o, sendo que referida outra proteina
compreende OVA ou KLH ou uma combinagdo de ambos.

Proporciona-se aqui também uma composi¢do imunogénica ou
vacina de acordo com a invencdo compreende adicionou-se um adjuvante.
Um adjuvante incrementa adicionalmente a imunogenicidade.

Esta claro que as vacinas de acordo com a invengdo
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compreendem todos os tipos de vacinas de subunidade conhecidos, quer
compreendam proteinas de um ou mais agentes infecciosos, epitopos de um
ou mais agentes (ou combinagdes de epitopos e proteinas de um ou mais
agentes), opcionalmente com outros compostos antigénicos (polissacarideos,
lipideos, LPS, DNA, oligodesoxinucleotideos (ODN), ODN-CpG),), ou
complexos incluindo proteinas de um ou mais agentes. Esta claro que vacinas
de acordo com a inven¢do compreendem todos os tipos de vacinas, incluindo
vacinas para profilaxia de infec¢Bes causadas por, mas sem limitagdo, virus,
bactérias, fungos, levedura, ou parasitas.

A inven¢do em uma concretizagdo proporciona composi¢oes
que sdo substancialmente  ndo-imunogénicas com a  desejada
imunogenicidade. Em outra concretizagdo a invengdo proporciona
composi¢des imunogénicas conhecidas com imunogenicidade incrementada
ou melhorada.

Assim, em uma concretizagdo adicional a invengdo
proporciona um método para aperfeicoar a imunogenicidade de uma
composi¢do compreendendo pelo menos um peptidio, polipeptidio, proteina,
glicoproteina e/ou lipoproteina, compreendendo contactar pelo menos um de
referido peptidio, polipeptidio, proteina, glicoproteina e/ou lipoproteina com
um agente indutor de estrutura § cruzada, proporcionando com isso referida
composi¢do com estruturas § cruzadas adicionais.

Em particular, a invengdo objetiva o incremento da
imunogenicidade de vacinas conhecidas. Assim, em uma concretizagdo
adicional a invengdo proporciona um método para incrementar a
imunogenicidade de uma composigdo de vacina compreendendo pelo menos
um peptidio, polipeptidio, proteina, glicoproteina e/ou lipoproteina,
compreendendo contactar pelo menos um de referido peptidio, polipeptidio,
proteina, glicoproteina e/ou lipoproteina com um agente indutor de estrutura 3

cruzada, dotando assim referida composi¢do de vacina com estruturas
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cruzadas adicionais. Para determina se uma composigdo de vacina pode ter a
imunogenicidade aperfeigoada dotando-se referida composi¢do com estruturas
B cruzadas adicionais, uma determina a quantidade de estruturas B cruzadas ja
presentes ali com meios como divulgados aqui, particularmente por meio de
ligagdo com um composto de ligagdo de estrutura B cruzada, como
manchamento com vermelho Congo ou Tioflavina T. De uma maneira
preferida, referida quantidade de estrutura B cruzada ¢ determinada por meio
de ligagdo de um composto de ligagdo de estrutura B cruzada, como listados
na Tabela 1-3, de preferéncia, tPA ou Fator XII, e detectando-se a quantidade
de estrutura B cruzada ligada de uma maneira conhecida per se, e
determinando-se se a adi¢do de estruturas B cruzadas adicionais incrementa a
resposta imune.

Assim, a inven¢do proporciona adicionalmente um método
para determinar a quantidade de estruturas B cruzadas em uma composigéo de
vacina, compreendendo contactar referida composi¢do de vacina com pelo
menos um composto de ligagdo de estrutura B cruzada e relacionando-se a
quantidade de estruturas B cruzadas ligadas com a quantidade de estruturas f§
cruzadas presentes na composigdo de vacina.

A invenc¢do sera ilustrada de forma mais detalhada na se¢do
experimental a seguir.

Exemplos 1-5

Procedimentos experimentais

Ensaio de ativa¢ido de plasminogénio, ensaio de ativa¢io de fator XII e
ensaio de ativacido de Fator XII/precalicreina.

A atividade de plasmina (Plm) foi analisada como descrito’.
Peptidios e proteinas que foram testados quanto a sua capacidade
estimuladora foram usados a 100 pg ml™, exceto se indicado de outra forma.
Ativador de plasminogénio de tipo tissular (tPA [Tissue-type Plasminogen

Activator], Actilyse, Boehringer-Ingelheim) e plasminogénio (Plg, plasma
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humano em forma purificada por meio de cromatografia de afinidade de
lisina) foram usados a concentragdes de 400 pM e 1,1 ou 0,22 puM,
respectivamente. Usou-se substrato cromogénico S-2251 (Chromogenix,
Instrumentation Laboratory SpA, Milano, Italia) para medir a atividade de
PIs. Para determinar as propriedades de ativagdo de tPA de adjuvantes,
misturou-se 1600 pM de tPA e 0,22 pM de Plg com os seguintes adjuvantes:
5 pg/ml de sulfato de dextrano MW = 500 kDa (DXS500k, Pharmacia,
Suécia), 20x adjuvante de Freund completo diluido (CFA, DIFCO, Brunswig,
#0368-60), 2,1 ug/ml de CpG (Coley Pharmaceutical Group, MA, E.U.A.), 1
% vol/vol de suspensdo de aluma (Imject, Pierce, Rockford, IL, E.U.A.) com
0,5 % vol/vol de plasma humano citrato combinado, ou suspensdo a 100
pug/ml de brometo de dimetil dioctadecil amoénio (DDA, Sigma, D2779).
Concentragdes sdo as concentragdes finais de adjuvante usadas no ensaio.
Conversdo do fator de zimogénio XII (#233490, Calbiochem,
EMD Biosciences, Inc., San Diego, CA) a fator proteoliticamente ativo XII
(fator XIIa) foi analisada indiretamente por meio de medi¢éo da conversdo do
substrato cromogénico Chromozym-PK (Roche Diagnostics, Almere, Paises
Baixos) formado com calicreina por meio de clivagem de precalicreina com
fator XIIa. Cromozima-PK foi usada a uma concentragdo de 0,3 mM. Fator
XI1I, precalicreina derivada de plasma humano (#529583, Calbiochem) e o
cofator para a reagdo, quininogénio com alto peso molecular derivado de
plasma humano (#422686, Calbiochem) foram usados a concentrag¢des de 1
pg ml™'. O tamponador de ensaio continha HBS (10 mM de HEPES, 4 mM de
KCl, 137 mM de NaCl, pH 7,2, 5 uM de ZnCl,, 0,1 % m/v de BSA (A7906,
Sigma, St. Louis, MO, E.U.A.)). Realizou-se ensaios usando placas de
microtitulagio (#2595, Costar, Cambridge, MA, E.U.A. ou Exigon
Peptide/Protein Immobilizer, Vadbaek, Dinamarca). Peptidios e proteinas
foram testados quanto a sua capacidade de ativar fator XII. Usou-se 150 pg

ml™! de caulim, um ativador estabelecido de fator XII como controle positivo,



10

15

20

25

18

e solvente (H,O) como controle negativo. A conversdo de Cromozima-PK foi
registrada cineticamente a 37°C. Em pogos de controle o fator XII foi omitido
das solu¢des de ensaio.

Alternativamente, mediu-se a ativagdo de fator XII
diretamente usando substrato cromogénico S-2222 (Chromogenix). A
ativagdo de fator XII no plasma foi medida usando-se 60 % vol/vol de plasma,
diluido com substrato e H,O com ou sem cofator potencial. Auto-ativagdo de
fator XII purificado foi medida incubando-se 53 pg ml' de fator XII
purificado em 50 mM de tamponador de Tris-HCl pH 7,5 com 1 mM de
EDTA e 0,001 % vol/vol de Triton-X100, com S-2222 e H,0O, com ou sem
cofator potencial.
Liga¢io de tPA agregados de proteina contendo conformacgio de
estrutura B cruzada

A ligacdo de tPA a agregados similares a amil6ide foi
determinada com ELISAs. Agregados com conformagdo de estrutura f
cruzada foram imobilizados em Exiqon (Vadbaek, Denmark), Nunc (tiras de
amino, n° de catalogo 076901) placas Immobilizer ou placas com alta ligagdo
de Greiner microlon (Greiner Bio-One, Paises Baixos). A ligagdo de tPA foi
detectada com um anticorpo monoclonal 374b (American Diagnostica, Tebu-
Bio, Paises Baixos). K2P-tPA, um andlogo de tPA que ndo apresenta o
dominio kringle 1 similar a R-EGF N-terminal (Reteplase, Boehringer-
Ingelheim, Alemanha), foi usado como controle. A ligagdo de tPA e K2P-tPA
foi testada na presenca de 10 mM de acido e-amino capréico (€ACA), um
analogo de lisina que elimina a ligagdo do dominio kringle2 de tPA com
radicais lisina expostos com solvente.
Preparagio de agregados similares a amiloide e soluges de peptidio de
controle

Prepara¢des amiloides de y-globulinas humanas foram

preparadas como a seguir. y-globulinas liofilizadas (G4386, Sigma-Aldrich)
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foram dissolvidas numa relagdo volumétrica de 1(:)1 de 1,1,1,3,3,3-
hexafluoro-2-propanol e &cido trifluoroacético e secadas subseqiientemente
sob um fluxo de ar. y-globulinas secas foram dissolvidas em H,O a uma
concentracdo final de 1 mg ml”' e mantidas 4 temperatura ambiente durante
pelo menos trés dias. Fragdes foram armazenadas a -20°C.

Outras bateladas de peptidios com propriedades similares a
amiléide foram preparadas como a seguir. Peptidios usados foram o tipo
holandés [Dutch] humano AP(1-40) (DAEFRHDSGYE
VHHQKLVFFAQDVGSNKGAIIGLMVGGW), fragmento amiléide de
transtiretina (TTR11, YTIAALLSPYS), peptidio de nicleo amildide de
laminina de cadeia al (2097- 2108) (LAM12, AASIKVAVSADR), nucleo
ndo amiloidogénico de camundongo IAPP(20-29) (mIAPP, SNNLGPVLPP),
fragmento ndo-amiléide FP10 da cadeia o da fibrina humana (148-157)
(KRLEVDIDIK)' e fragmento amiléide de cadeia o da fibrina humana (148-
160) com mutagdo Lys157Ala (FP13, KRLEVDIDIAIRS) (BB, ndo
publicado e 12y AB, IAPP, FP13 e LAM12 foram desagregados numa mistura
a 1:1 (v/v) de 4lcool de 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-isopropila e acido
trifluoroacético, secados ao ar e dissolvidos em H,O (AB, LAPP, LAM12: 10
mg ml”, FP13: 1 mg ml™). Ap6s trés dias a 37°C, peptidios foram mantidos a
temperatura ambiente durante duas semanas, antes do armazenamento a 4°C.
AB recentemente dissolvido (10 mg ml']) em alcool de 1,1,1,3,3,3-
hexafluoro-2-isopropila e 4cido trifluoroacético foi diluido em H,O antes da
imobiliza¢do em placas de ELISA. TTR11 (15 mg ml™) foi dissolvido em 10
% (v/v) de acetonitrila em 4gua, a pH 2 (HCl), e mantido a 37°C durante trés
dias e, subseqiientemente, & temperatura ambiente durante duas semanas.
mIAPP e FP10 foram dissolvidos a uma concentra¢do de 1 mg ml” em H,0 e
armazenados a 4°C. Solugdes de peptidio foram testadas quanto a presenca de
conformagdo amildide por meio de Tioflavina T- (ThT, #T3516, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, E.U.A.) ou fluorescéncia de vermelho Congo como
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descrito®. Vermelho Congo foi da Aldrich Chemical Company (#86,095-6,
Milwaukee, WI, E.U.A.).
Fluorescéncia de tioflavina T

A fluorescéncia de produtos de adigdo quimica de
peptidio/proteina similar a amiléide - ThT foi medida como a seguir. SolugGes
de 25 pg ml"' de preparagdes de proteina ou peptidio foram preparadas em
tamponador de 50 mM de glicina pH 9,0 com 25 pM de ThT. A fluorescéncia
foi medida a 485 nm com excitagio a 435 nm. Sinais de fundo do
tamponador, tamponador com ThT e solugio de proteina/peptidio sem ThT
foram subtraidos medi¢des correspondentes com solugdo de proteina incubada
com ThT. Regularmente, a fluorescéncia de AP foi usada como um controle
positivo, e a fluorescéncia de FP10, um fragmento de fibrina ndo-amiloide’, e
tamponador foi medido como um controle negativo. A fluorescéncia foi
medida em triplicata em um espectrofotdmetro de fluorescéncia Hitachi F-
4500 (Hitachi, Ltd., Tokyo, Japdo).

Para determinar a capacidade indutora de fluorescéncia de ThT
apresentada por adjuvantes, plasma humano diluido 80x ou 20x foi incubado
com um adjuvante e subseqiientemente diluido 40 vezes antes de se
determinar a fluorescéncia de ThT. Adjuvantes e plasma diluido foram
incubados durante 30 min. & temperatura ambiente, antes da diluigdo em
tamponador de ensaio ThT. DEAE-dextrano (Pharmacia, 17-0350-01) foi
usado a 5 ug ml”', DXS500k foi usado a 5 pug ml", DDA foi usado a 1 pg ml™.
Specol (7925000, ID-DLO, Paises Baixos) foi diluido a uma relag@o de 5:4
com plasma diluido 40x ou 10x. CFA, adjuvante de Freund incompleto (IFA)
e suspensdo de aluma foram usados numa relagdo de 1:1 com plasma diluido
40x ou 10x. CpG foi usado a uma concentragdo de 11 pg ml™. Experimentos
com plasma diluido 80x incluiram uma etapa de agitagdo com vortice durante
a misturagdo de plasma diluido com todos os adjuvantes, exceto alume.

Alume foi misturado com plasma rolando-se um banco de rolamento durante
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30 min. Quando se usou plasma diluido 20x, misturou-se plasma diluido por
meio de centrifugacio com DXS500k, DEAE-dextrano, DDA e CpG,.
enquanto que plasma e adjuvante foram misturados por meio de agitacdo com
vértice durante 20 s quando se usou CFA, IFA, Specol ou alume. CpG a uma
concentragdo de 10,7, 21,4 e 42,8 ug ml”! foi incubado subseqiientemente
durante 30 min. & temperatura ambiente ou o/n [de um dia para o outro] a
4°C, em um banco de rolamento com 1 mg ml” de lisozima ou endostatina.
Incremento da fluorescéncia de ThT de maneira andloga como descrito acima.

Alternativamente, CpG a 21,4 ug ml" foi misturado com "1 mg
ml™ de lisozima branca de ovo de galinha (Fluka, #62971), albumina de soro
bovino (ICN, #160069, fragdo V), endostatina fragmento XVIII de colageno
humano recombinante (Entremed, Inc, Rockville, MD), y-globulinas
humanas, P2-glicoproteina 1 de plasma humano (ver abaixo) e B2-
glicoproteina I humana recombinante (ver abaixo), e isto foi incubado de um
dia para o outro em um dispositivo de rolamento a 4°C, antes de medigdes de
fluorescéncia de ThT. Para tal fim, solugdes de proteina a 2 mg ml™ foram
ultracentrifugadas durante 1 hora a 100.000*g antes do wuso, e
subseqiientemente isto foi diluido a 1:1 em tamponador com 42,9 ug ml" de
CpG. Também se obteve imagens de microscopia eletronica de transmissao
(TEM, transmission electron microscopy) com amostras de CpG, CpG com
lisozima, amostras de lisozima. Adicionalmente, lisozima foi incubada com
250 pg ml”' DXS500k e imagens de TEM séo registradas com lisozima com
DXS500k e com DXS500k apenas.
Ativacio de tPA por B,-glicoproteina I, ligaciio de fator XII e tPA a -
glicoproteina I e ThT e analise de TEM de B,-glicoproteina I

Purificagdo de P,-glicoproteina I (B,GPI) foi realizada de
acordo com métodos estabelecidos ®’. B,GPI humano recombinante foi
preparado usando-se células de inseto e purificado como descrito °. B,GPI

derivado de plasma usado em um ELISA de fator XII, o ensaio de ativagdo de
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Plg e no ELISA de anticorpo da sindrome de antifosfolipideo (ver abaixo), foi
purificado de plasma humano fresco como descrita’. Alternativamente, P2GPI
foi purificado, ou de plasma humano fresco, ou de plasma congelado usando-
se uma coluna de afinidade de anticorpo anti-B,GPI s,

Ativacdo de tPA (Actilyse, Boehringer-Ingelheim) por meio de
meio de preparagdes de BP,GPI foi testada em um ensaio de ativagdo de Plg
(ver acima). Cem pg ml™” de B,GPI de plasma ou B,GPI recombinante foram
testados quanto a sua atividade estimuladora no ensaio de ativagdo de Plg e
comparou-se com a atividade estimuladora do peptidio FP13'.

Ligacdo de fator XII humano de plasma (Calbiochem) ou de
tPA humano recombinante a B,GPI purificado de plasma humano, ou a B,GPI
humano recombinante foi testada em um ELISA. Dez pg de fator XII ou tPA
em PBS foram aplicados revestindo pogos de uma placa de ELISA Costar
2595 e recobertos com concentragdes seriais de p,GPI. A ligaggo de B,GPI foi
avaliada com anticorpo monoclonal 2B2%. Ligagio de fator XII a B2GPI
também foi testada usando-se imuno-manchamento. 3,GPI (33 pg) purificado
de plasma fresco ou de plasma congelado carregado sobre um gel de poli-
acrilamida a 7,5 %. Apdés manchamento numa membrana de nitrocelulose
(Schleicher & Schuell), 0 manchamento foi incubado com anticorpo de fator
XII anti-humano policlonal de coelho diluido 1000x (#233504, Calbiochem)
e, apds lavagem com imunoglobulinas anti-coelho de porco acoplado com
peroxidase diluido 3000x (SWARPO, #P0217, DAKO, Dinamarca).
Fluorescéncia de ThT de B,GPI foi medida como a seguir. B,GPI purificado
de plasma humano (400 pg ml” de concentragdo final) foi incubado com ou
sem 100 pM de vesiculas de cardiolipina ou 250 pg ml”' do adjuvante
DXS500k, em 25 mM de Tris-HCI, 150 mM de NaCl, pH 7,3. No ensaio de
fluorescéncia de ThT, fluorescéncia de B,GPI em tamponador, de cardiolipina
ou DXS500k em tamponador, de tamponador e ThT apenas, e de produtos de

adicdo quimica de 62GPl-cardiolipina e produtos de adigdo quimica de
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B,GPI-DXS500k, com ou sem ThT, foi registrado como descrito acima
(fluorescéncia de ThT de segdo). Adicionalmente, imagens de microscopia
eletrénica de transmissdo (TEM, transmission electron microscopy) foram
registradas com cardiolipina, B,GPI de plasma humano, com ou sem
cardiolipina, e com B,GPI recombinante, como descrita’.
Interferéncia com ligacio de auto-anticorpos anti-B,GPI de pacientes
autoimunes com sindrome de antifosfolipideo a B,GPI imobilizado com
B.GPI recombinante e nio de p,GPI derivado de plasma.

Quando B,GPI derivado de plasma é revestido sobre placas
ELISA hidrofilicas, podem ligar-se auto-anticorpos anti-B,GPI isolados de
plasma de pacientes autoimunes com sindrome de antifosfolipideo’. Para
estudar a influéncia de co-incubagdes do P,GPI revestido com os anticorpos
juntamente com P,GPI de plasma ou B,GPI recombinante, adicionou-se
concentragdes seriais de B,GPI aos anticorpos dos pacientes.
Subseqiientemente, determinou-se a ligagdo dos anticorpos a f2GPI revestido.
Analise de estrutura de proteina apés exposi¢io a adjuvantes

Proteinas liofilizadas foram dissolvidas em solugdo salina
tamponada com HEPES (HBS, 10 mM de HEPES, 4 mM de KCl, 137 mM de
NaCl, pH 7,2) a uma concentragéo final de 2 mg ml™". Proteinas foram
dissolvidas cuidadosamente em um dispositivo de rolamento a temperatura
ambiente, durante 10 min, a 37°C durante 10 min e, novamente, a temperatura
ambiente, durante 10 min. Suspensdo de caulim (6564, Genfarma, Zaandam,
Paises Baixos) e solugdes de consumo de DXS500k de 500 pg ml” foram
preparadas em HBS. Albumina (ICN, 160069), lisozima (ICN, 100831), y-
globulinas (G4386, Sigma-Aldrich, Zwijndrecht, Paises Baixos), endostatina
(EntreMed, Inc., Rockville, MD) e fator XII (Calbiochem, 233490) foram
diluidos a 1:1 em HBS apenas ou em HBS com caulim ou DXS500k.

Plasma citrado combinado humano foi diluido 40x em HBS

antes do uso para se obter uma concentragdo total estimada de proteina de 2
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mg ml', e subseqilentemente diluida 1:1 em tamponador ou
suspensdo/solu¢do de adjuvante. Amostras de controle de proteina e as
amostras de proteina-adjuvante foram incubadas de um dia para o outro a 4°C
em um dispositivo de rolamento. Apds incubagdo, 25 pl das amostras foram
analisados quanto a ligagdo de ThT (ver acima). Fluorescéncia do tamponador
ou os adjuvantes foi registrada para fins de subtragéo de fundo. Amil6ide-B(1-
40) E22Q foi usado como um controle positivo. Alternativamente, proteinas
de controle e proteinas incubadas com o adjuvante solavel DXS500k foram
imobilizadas sobre placas ELISA de alta ligagdo microlon Greiner. Pogos
foram bloqueados com reagente de bloqueio [Blocking reagent] (Roche).
Hemoglobina glicosada (Hb-AGE) foi imobilizada como um controle positivo
para ligagdo de tPA a um agregado de proteina com propriedades similares a
amildoide. Hb-AGE i) aparece como estruturas fibrosas sob o microscopio
eletronico de transmissdo (ndo mostrado), ii) contém uma quantidade
incrementada de estrutura secundéria de ldmina 3, como determinado com
dicroismo circular por via espectropolarimétrica (ndo mostrado), e iii) acentua
a fluorescéncia de vermelho Congo (nfo mostrado). Amostras foram
recobertas com concentra¢des seriais de tPA de comprimento pleno ou K2P-
tPA, na presenca de 10 mM de eACA.
Analise de fluorescéncia de ThT de estrutura de lisozima apds exposi¢io
a lipopolissacarideo

Lipopolissacarideo (LPS) liga-se a lisozima'®, que pode
prevenir atividades bioldgicas de LPS!!, e LPS ativa fator XII'’. Nés testamos
se a ligacdo de lisozima é acompanhada por uma alteragdo conformacional na
proteina com introducdo de estrutura similar a amiléide. Para este fim, 0, 10,
25, 100, 200, 600 e 1200 pg ml" LPS (de Escherichia coli sorotipo 011:B4,
#1.2630, lote 104K4109, Sigma-Aldrich) foram incubados de um dia para o
outro a 4°C ou durante 30 min. 4 temperatura ambiente, em um dispositivo de

rolamento com 1 mg ml'  lisozima (ICN, 100831) em HBS.
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Subseqiientemente, a capacidade de acentuar fluorescéncia de ThT foi
determinada com solugdo diluida 40x, como descrito acima.

Alternativamente, de maneira analoga ao descrito acima para
CpG, LPS a 600 pg ml! foi misturado com 1 mg ml™ de lisozima, albumina,
endostatina, y-globulinas, B2-glicoproteina I do plasma (B2GPI) e p2GPI
recombinante, e incubado de um dia para o outro em um dispositivo de
rolamento a 4°C, antes das medi¢des de fluorescéncia de ThT. Novamente,
solu¢des de proteina a 2 mg ml” foram ultracentrifugadas durante 1 h a
100.000*g antes do uso, e diluidas subsegiientemente a 1:1 em tamponador
com 1200 pg ml™ de LPS.
Ativaciio de células monociticas U937 por meio de LPS e polipeptidios
compreendendo conformacio de estrutura f§ cruzada

Mondcitos de U937 foram cultivados em placas de seis pogos.
Células foram estimuladas com tamponador (controle negativo), 1 ug ml” de
LPS (controle positivo), 100 pg ml” de endostatina amiléide’?, 260 pug ml™ de
hemoglobina glicada e 260 g ml™” de hemoglobina de controle. Apos 1 h de
estimulagdo, células foram colocadas sobre gelo. Apds lavagem, RNA foi
isolado e quantificado espectrofotometricamente. Usou-se quantidade
normalizadas de RNA para 26 ciclos de RT-PCR com iniciador de TNF-o
humano e 18 ciclos de RT-PCR com iniciador 18S ribossomico para fins de
normaliza¢do. DNA foi analisadas em um gel de agarose a 2 %.
Preparagio de ovalbumina similar a amildide, glucagonio humano,
Etanercept e albumina de soro murino

Para preparar ovalbumina (OVA) alterada estruturalmente com
conformagdo de estrutura B cruzada amildide, aqueceu-se OVA purificada
(Sigma, A-7641, lote 071k7094) a 85°C. Um mg ml"' de OVA em 67 mM de
tamponador NaPi pH 7,0/100 mM de NaCl, foi aquecido durante dois ciclos
em recipientes de PCR em um ciclizador térmico PTC-200 (MJ Research,

Inc., Waltham, MA, E.U.A.). Em cada ciclo, OVA foi aquecida de 30 a 85°C
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a uma taxa de 5°C/min. OVA nativa (nOVA) e OVA desnaturada com calor
OVA (dOVA) foram testadas no ensaio de fluorescéncia de ThT e no ensaio
de ativado de Plg. No ensaio de fluorescéncia e no ensaio de ativagdo de Plg,
testou-se 25 e 100 pg ml" de nOVA e dOVA, respectivamente. Obteve-se
imagens TEM de nOVA e dOVA para verificar a presenca de agregados
grandes.

Obteve-se albumina de soro murino (MSA, murine serum
albumin) modificada por meio de redugiio e alquilagdo. MSA (#126674,
Calbiochem) foi dissolvido em 8 M de uréia, 100 mM de Tris-HCl pH 8,2, a
10 mg ml" de concentragio final. Adicionou-se ditiotreitol (DTT) a uma
concentragdo final de 10 mM. Ar foi substituido por N, e a solugdo foi
incubada durante 2 h a temperatura ambiente. Em seguida, a solugdo foi
transferida para gelo e adicionou-se iodoacetamida de uma solugdo 1 M a uma
concentragdo final de 20 mM. Ap6s uma incubag@o de 15 min. sobre gelo,
MSA reduzido-alquilado (alquila-MSA) foi diluido a 1 mg ml™ adicionando-
se H,O. Alquila-MSA foi dialisado contra H,O antes do uso. MSA nativo
(nMSA) e alquila-MSA foram testados no ensaio de fluorescéncia de ThT e
no ensaio de ativacdo de Plg. No ensaio de fluorescéncia-ThT, testou-se 25 pg
ml"' de nMSA e alquila-MSA, e no ensaio de ativagdo de Plg, testou-se 100
pg ml™”. A presenca de agregados ou fibrilos foi analisada com TEM.

Propriedades similares a amildéide no glucagénio humano
(Glucagen, #PW60126, Novo Nordisk, Copenhagen, Dinamarca) foram
introduzidas como a seguir. Glucagdnio liofilizado foi dissolvido a 1 mg m]”!
em H,O com 10 mM de HCIL A solugdo foi mantida subseqiientemente a
37°C durante 24 h, a 4°C durante 14 dias e novamente a 37°C durante 9 dias.
Determinou-se fluorescéncia de ThT como descrito acima, € comparou-se
com glucagénio recentemente dissolvido. Propriedades de ativagdo de tPA de
ambos, glucagénio desnaturado com calor e glucagbnio dissolvido

recentemente, foram testadas a 50 pg ml’. Realizou-se analise TEM para
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avaliar a presen¢a de grandes estruturas multiméricas.
Imuniza¢io de camundongos Balb/c com ovalbumina e ovalbumina
similar a amiléide

Camundongos Balb/c fémeas com de oito a dez semanas de
vida s3o imunizados com OVA de acordo com dois regimes de imuniza¢do
(Central Animal Laboratories, Utrecht University, Paises Baixos). Soro pré-
imune foi recolhido antes das imuniza¢des. Em um regime, dois grupos de
cinco camundongos sdo injetados subcutaneamente cinco dias consecutivos
por semana, durante trés semanas consecutivas. Doses constituidas de 10 ug
OVA nativa ou de OVA desnaturada com calor OVA desnaturada com calor
para cada injegao.

Alternativamente, de acordo com o segundo protocolo, trés
grupos de cinco camundongos recebem injegdo uma vez intraperitonealmente
com doses compreendendo 5 pg de nOVA, 5 pg de OVA ou 5 pg de OVA
nativa misturada a 1:1 com adjuvante de Freund completo. A cada semana
coletou-se sangue. Apds trés semanas, administrou-se uma segunda dose.
Usou-se adjuvante de Freund incompleto em lugar de adjuvante de Freund
completo. Coletou-se sangue apdés uma semana do inicio da imunizagdo.
Titulagdes de anticorpos em soros foram determinadas e soros foram
analisados quanto a presenca de anticorpos especificos para conformagdo de
estrutura P cruzada. Para tal fim, nOVA foi aplicado revestindo pogos de
placas ELISA de 96 pogos e isto foi incubado com diluigdes seriais de soros.
Soros dos grupos de cinco camundongos foram combinados antes das
andlises. Placas foram lavadas e subseqiientemente incubadas com
imunoglobulinas anti-camundongo de coelho acopladas com peroxidase
(RAMPO, P0260, DAKOCytomation, Glostrup, Dinamarca). Placas foram
reveladas subseqiientemente com substrato de tetrametilbenzidina (TMB). A

reagdo foi terminada com H,SO,.

Exemplo de resultados de 1-5
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Exemplo de resultado

Fator XII ¢é ativado por meio de superficies carregadas negativamente e por

meio de peptidios com conformacdo de estrutura 3 cruzada.

Ativacdo de fator XII com agregados de proteina com conformacgio de
estrutura B-cruzada similar a amiléide

E de conhecimento geral que contactar fator XII com
superficies artificiais carregadas negativamente, como caulim e DXS, resulta
em sua ativagdo. Aqui, ndés demonstramos que agregados de peptidios com
conformagcédo de estrutura B cruzada também estimulam ativagéo de fator XII,
como medido por meio de conversdo de precalicreina a calicreina, que pode
converter substrato cromogénico Cromozima-PK. (Fig. 1A, B). Nés também
mostramos a capacidade de agregados de proteina com conformagdo de
estrutura P cruzada de induzirem auto-ativagdo de fator XII (Fig. 1C). Para
este fim, fator XII purificado foi incubado com substrato S-2222 e
tamponador ou 1 pg ml” de DXS500k, 100 pg ml” de FP13 K157G, 10 pg
ml” de AB(1-40) E22Q e 10 pg ml"' de Hb-AGE. Todos os trés agregados
similares a amildide sdo capazes de induzir auto-ativagdo de fator XII. FP13
K157G e Hb-AGE apresentam uma poténcia de induzir auto-ativagdo que €
similar ao ativador de superficie estabelecido DXS500k, enquanto que a
poténcia do A6(1-40) E22Q € um tanto menor.
Exemplo de Resultados 2

Adjuvantes introduzem propriedades similares a amildide em proteinas

Adjuvantes atuam como desnaturadores e induzem conformacio de
estrutura P cruzada em proteinas

Fator XII e tPA ligam-se a agregados de proteinas ou peptidios

~ . . eg re 13.13
com conformacdo de estrutura B cruzada similar a amiléide 1 ¢ resultados

ndo-publicados B Bouma/MFBG Gebbink. Adicionalmente, a ligagdo a

agregados contendo estrutura B cruzada resulta em ativagdo de ambas serina

1

proteases (ver exemplo 1 e °. Adicionalmente, a ligagio de ThT a
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conformacdes de proteina similares a amildide resulta em um sinal
fluorescente especifico. Além disso, a agregagdo de peptidios e proteinas com
conformacio de estrutura B cruzada pode resultar finalmente em formagéo de
precipitados fibrilares ou amorfos que podem ser visualizados com
microscopia eletrdnica de transmissdo (TEM, transmission electron
microscopy). Estes métodos foram usados, portanto, para determinar se a
exposi¢do de uma proteina ou peptidio a varios adjuvantes que sio usados em
regimes de vacinago, introduz propriedades similares a amiléide.

Nos teorizamos que pelo menos parte da atividade e fungdo
adjuvante pode basear-se na capacidade de introduzir conformagdo de
estrutura B cruzada ou qualquer outra conformagéo similar a amil6ide, seja no
antigeno ou em qualquer outra proteina ou peptidio que contacta o adjuvante.
Alternativamente, adjuvantes baseados em peptidio ou proteina podem
apresentar, eles proprios, propriedades similares a amiléide. A conformagdo
de proteina similar a amildide é entdo o fator imunogénico que induz uma
resposta imune.

Para testar esta hipotese, expds-se albumina purificada, y-
globulinas, lisozima, fator XII, endostatina e plasma diluido, a caulim ou
DXS500k, dois compostos que sdo bem conhecidos por sua capacidade de
ativar FXII, mas também s3o usados como adjuvante. Subseqlientemente
determinou-se a fluorescéncia de ThT. Fator XII 5 s6 foi exposto a DXS500k.
Ap6s subtragdo de sinais de fundo, caulim induz um sinal incrementado de
fluorescéncia de ThT de 1,6 até 6,6 vezes. DXS500k acentua a fluorescéncia
de ThT 2,6 vezes (fator XII) a 17,8 vezes (albumina) (Fig. 2A). Em um
ELISA de tPA e K2P-tPA avaliou-se a ligagdo a proteinas de controle
imobilizadas e misturas de proteinas com DXS500k (Fig. 2A). K2P-tPA ndo
se ligou a qualquer das proteinas ou misturas de proteina-DXS500k (n&o
mostrado). Exposi¢do de proteinas ou plasma diluido a DXS500k aumentou a

ligagdo de tPA por um fator de 1,3 (albumina) até 10,5 (endostatina), quando
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comparado com a ligagdo de tPA a proteinas que foram incubadas apenas com
tamponador. Os dados de fluorescéncia de ThT e os dados de ligagdo de tPA
indicam que a exposigdo de proteinas a adjuvantes a caulim e DXS500k induz
ou acentua propriedades similares a amil6ide em proteinas.

Em seguida, avaliou-se o papel da conformagéo de estrutura f3
cruzada similar a amiléide na ativagdo de fator XII. Para este fim, um peptidio
de fibrina amiloide FP13 K157G, um ativador efetivo de fator XII (Fig. 1C),
foi incubado com fator XII purificado, na presenga de substrato de fator XII
ativado $2222, e com ou sem ThT (Fig. 2B). Os resultados mostram que ThT,
um corante com afinidade estabelecida para agregados similares a amiloide
inibe efetivamente a atividade estimuladora de FP13 K157G (Fig. 2B). Isto
proporciona evidéncia direta para um papel da conformagéo de estrutura B
cruzada na ativagdo de fator XII. J& h4 bastante tempo, compostos como
vidro, caulim, DXS500k, aco cirurgico, platina e acido elagico sdo conhecidos
por sua capacidade de induzir atividade de fator XII. A visdo corrente € que
fator XII é ativado por meio de interagdo especifica da proteina com cargas
negativas. Com base em nossas observagdes de que varios agregados
similares a amiléide também sdo capazes de ativar fator XII, nos
conjecturamos que compostos carregados negativamente ativam fator XII de
uma maneira indireta, por meio de conformagdo de estrutura B cruzada
formada em proteinas expostas a superficies carregadas negativamente.
Assim, compostos ativadores de fator XII, incluindo adjuvantes, servem como
agentes desnaturadores que induzem agregagdo proteina/peptidio
acompanhada pela formagio de propriedades similares a amildide. Para testar
esta hipétese, nés usamos condigdes de ensaio durante as quais fator XII néo ¢
ativado ou s6 ¢ ativado com dificuldade por DXS500k (Fig. 2C). Nestas
condi¢des fator XII pode ser ativado adicionando-se plasma diluido 80x.
Ativacdo é totalmente inibida por meio de introdugdo de ThT. Estas

observagdes indicam que as proteinas desnaturadas (plasma) compreendendo
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conformacdo de estrutura P cruzada sdio os verdadeiros ativadores de fator
XII, ao invés da carga negativa propriamente dita. Na Fig. 2D no6s mostramos
que outro adjuvante adicional, Ca;(POy),, é um ativador de fator XII. Quando
se usa quantidades suficientes de fator XII no ensaio, nfo € necessaria
proteina adicional para ativagdo. Nos também estabelecemos que fator XII
propriamente dito pode assumir conformagdo similar a amiloide quando
exposto a adjuvantes (Fig. 2A). Assim, autoativagido de fator XII pode ser
explicada agora pelo fator de que fator XII contendo estrutura B cruzada
desnaturada e, talvez, agregado, na superficie de uma superficie carregada
negativamente pode servir como a substéncia ativadora para outras moléculas
de fator XII. Além de plasma diluido ou niveis elevados de fator XII nos
verificamos que & possivel usar albumina e endostatina (Fig. 2E, F). Nem
albumina ou endostatina sozinhas, nem caulim ou DXS500k sozinhos, sdo
ativadores suficientes de fator XII, enquanto que combinag¢des de cofator de
proteina e adjuvante resultam em fator XII e subseqlientemente atividade de
precalicreina. Considerados em conjunto, a ativagdo de fator XII requer (1)
uma superficie desnaturadora e (2) quantidades suficientes de uma proteina
que é capaz de desnaturagdo nas superficies proporcionadas.

Né6s testamos em seguida se superficies carregadas
negativamente e adjuvantes também poderiam induzir ativagdo de tPA. Todos
Os adjuvantes DXS500k, CFA, CpG, alume e DDA mostraram ser ativadores
de tPA (Fig. 2G, H). Nas condigdes testadas, i.e. 1600 pM de tPA, 0,22 uM
Plg, somente alume requer um cofator de proteina adicional (plasma diluido)
para sua propriedade de ativagdo de tPA. Da mesma forma, com 0s outros
adjuvantes, tPA e/ou Plg propriamente ditos desnaturam-se parcialmente na
superficie do adjuvante, induzindo com isso a formagio da conformacgéo de
estrutura B cruzada de amildide que, subseqiientemente, pode ativar tPA.

Os mesmos adjuvantes, em conjunto com IFA, Specol e

DEAE-dextrano, também foram analisados quanto a sua capacidade de
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induzir fluorescéncia de ThT quando incubados com plasma diluido 80x ou
20x (Fig. 21 e 2 J, respectivamente). Com plasma diluido 80x, CFA, Specol,
DXS500k e CpG induzem fluorescéncia de ThT, e com plasma diluido 20x,
CFA, Specol, DXS500k, CpG, e também IFA induzem fluorescéncia de ThT,
indicativa da formacio de agregados de proteina similares a amildide com
conformacio de estrutura  cruzada. Adicionalmente, CpGal0,7,21,4¢423
pg ml™ incubada de um dia para o outro com 1 mg ml™ de lisozima acentuou
a fluorescéncia de ThT por um fator de 1,1, 1,2 ¢ 1,4, respectivamente,
também indicativo da capacidade desnaturadora de CpG (ndo mostrado).
Adicionalmente, quando 10,4 ou 21,7 pg ml” de CpG sdo incubados com 1
mg ml” de lisozima ou endostatina durante 30 min. & temperatura ambiente.,
observou-se um aumento da fluorescéncia de ThT de aproximadamente de 8 a
7 vezes para lisozima e de 39 a 56 vezes para endostatina, respectivamente
(Fig. 2K, L). Adicionalmente, exposi¢do de 1 mg ml! de albumina,
endostatina, B,GPI do plasma ou B,GPI rec. a 21,4 ug ml” CpG resulta em
maior fluorescéncia de ThT com aproximadamente um fator 3, 10, 2 e 5,
respectivamente (Fig. 2M). Com estas condigdes de ensaio ndo se observou
qualquer efeito com lisozima e y-globulinas. Analise com TEM de CpG,
lisozima e lisozima com CpG, todos ap6s incubagdo de um dia para o outro,
revelou que estdo presentes agulhas pequenas na solugdo de CpG (Fig. 2N) e
alguns poucos agregados na solugdio de lisozima (Fig. 20). Quando CpG e
lisozima sdo incubadas conjuntamente, observa-se uma alta densidade de
agregados relativamente espessos que parecem ser constituidos de filamentos
de precipitados globulares (Fig. 2P). Observa-se uma grande quantidade de
redes ainda maiores de filamentos similares de agregados globulares no caso
de lisozima exposta a agulhas de DXS500k (Fig. 2Q, R). As agulhas nas
solugdes de CpG e DXS500k desaparecem apos exposigdo a lisozima.
Analises adicionais por meio de espectropolarimetria de

dicroismo circular, espectroscopia infra-vermelho Fourier Transform,
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microscopia eletrdnica de transmissdo, estudos de ligagdo com compostos de
ligacdo de conformagdo de estrutura B cruzada, proteinas e fragmentos de
proteinas e estudos de difragdo de fibras de raios-X poderiam proporcionar
informag3o adicional sobre a presenga de agregados similares a amiloide com
conformacgdo de estrutura  cruzada em proteinas e peptidios que séo expostos
a adjuvantes.

Em principio, qualquer adjuvante estabelecido ou qualquer
adjuvante recentemente descoberto pode ser analisado quanto a sua
capacidade desnaturadora, acompanhado da formagdo de agregados com
conformagio de estrutura B cruzada, ou quanto a presenca de conformagéo de
proteina similar a amiléide no proprio adjuvante. Ensaios de imunizag¢&o com
espécies de tipo selvagem ou espécies transgénicas, ou ensaios imunologicos
a base de células com antigenos combinados com adjuvantes desnaturadores,
ou com antigeno apenas, ou com antigeno desnaturado compreendendo
conformagdo de estrutura B cruzada revelardo se adjuvantes atuam como
indutores de uma resposta imune em virtude de sua capacidade de induzir
agregacio acompanhada com conformagdo de estrutura B cruzada. Talvez
adjuvantes ndo sejam estritamente necessarios, ou seja, um antigeno com
conformagfio de estrutura B cruzada pode ser por si sé6 imunogénico. Para
testar esta visdo, é possivel realizar uma comparagdo entre imunizagGes com
1) antigenos nativos, com 2) antigenos com conformacdo de estrutura
cruzada ou com um adjuvante que induz ou compreende conformagio de
estrutura B cruzada, e com 3) antigenos nativos combinados com um
adjuvante convencional, como CFA, Specol, alume, LPS ou derivados dos
mesmos, e CpG. Ensaios de imunizagdo com camundongos ou com ensaios a
base de células in vitro podem ser realizados, por exemplo, com 1) OVA
nativa, glucagénio, albumina ou B,GPI do plasma, 2) OVA desnaturada com
calor, glucagbnio desnaturado com calor/acido, albumina desnaturada com

calor, albumina alquilada, B,GPI produzido recombinantemente, 3,GPI do
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plasma em conjunto com DXS500k ou cardiolipina, e 3) CFA com OVA
nativa, glucagdénio, albumina ou PB2GPI. Estes experimentos também
contribuirdo para a compreensio do mecanismo de trabalho da classe de
adjuvantes similares a CpG-like.

Estes adjuvantes transmitem sua atividade imunogénica via
receptor similar a toll 9, via um mecanismo pouco compreendido. A interagéo
direta entre CpG e TLRY ainda nfo foi demonstrada. Nossos resultados
sugerem que ¢ necessdria uma proteina desnaturada. Esta proteina ¢
desnaturada, de preferéncia, com CpG. O papel da conformagio de estrutura 3
cruzada na potencializagio da imunogenicidade com CpG mas pode ser
facilmente testada por uma pessoa versada na arte. Se verdadeiro, a
imunopotencializagdo de CpG deveria ser diminuida na presenga de um
inibidor de formacdo de estrutura B cruzada ou por um inibidor da interagdo
da conformacdo de estrutura B cruzada com uma de suas moléculas-alvo que
transduz o sinal imunogénico. Um inibidor do tipo referido poderia ser
qualquer composto de ligagdo de estrutura p cruzada, como ThT, tPA ou um
equivalente do mesmo, um anticorpo contra a conformagdo relevante de
estrutura B cruzada ou um anticorpo contra o receptor-alvo. O receptor-alvo
poderia ser qualquer um dos receptores de multi-ligantes que se ligam ou
possivelmente ligam proteinas compreendendo estrutura 3 cruzada, como
tPA, fator XII, fibronectina, ativador de fator de crescimento de hepatdtitos,
CD 14, proteina similar a receptor de lipoproteina de baixa densidade, CD36,
receptores de aglutinadores A, receptores de aglutinadores B, receptores
similares a toll e receptores para produtos finais de glicosamento avangado.
Exemplo de Resultados 3

A relagdo entre a estrutura de B,-glicoproteina I, o antigeno-alvo em pacientes

com a sindrome de antifosfolipideo, e antigenicidade.

A sindrome de antifosfolipideo e B,-glicoproteina 1 alterada

conformacionalmente
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A sindrome do [anticorpo] antifosfolipideo (APS, anti-
phospolipid syndrome) ¢ uma doenga autoimune caracterizada pela presenca
de auto-anticorpos anti-B,-glicoproteina I. Duas das principais preocupagdes
clinicas da APS s#o a propensdo de auto-anticorpos induzirem trombose € o
risco de ressorcdo fetal. Sabe-se pouco acerca do inicio da doenga autoimune.
Trabalho recente demonstrou a necessidade de alteragdes conformacionais no
antigeno principal na APS, Br-glicoproteina I (B,GPI), antes que o epitopo
inicialmente oculto para auto-anticorpos seja exposto'®. A ligagdo de B,GPI
nativo a determinados tipos de placas ELISA emula a exposi¢éo dos epitopos
cripticos que estio aparentemente presentes em pacientes com APS
pacientes'. Demonstrou-se que auto-anticorpos anti-B,GPI ndo se ligam a
B,GPI globular em solugdo, mas somente quando B,GPI foi imobilizado em
determinados tipos de placas ELISA plates'*. A forma globular (nativa) da
proteina ndo ¢ imunogénica, mas requer a adi¢do de cardiolipina, células
apoptodsicas ou modificagdo por oxida¢do''®. Assim, a geragio de auto-
anticorpos parece ser disparada por, e elicitada contré, uma forma de P,GPI
alterada conformacionalmente. Propds-se previamente que a indugdo de uma
resposta imune adaptativa requer um assim-chamado sinal de "perigo" que,
entre outros efeitos estimula a apresentagdo de antigeno e liberagdo de
citocina por células dendriticas 17 Os resultados a seguir implicam em que a
cardiolipina induz conformagéo de estrutura B cruzada em B,GPI que, entdo,
serve como um sinal de perigo. Em analogia, outros fosfolippideos carregados
negativamente, ou estruturas que contém lipideos carregados negativamente,
como liposomas ou células apoptosicas, ou outros indutores de conformagéo
de estrutura B cruzada, incluindo LPS, CpG que apresentam propriedades
indutoras de conformagdo de estrutura P cruzada, podem ser imunogénicos
devido ao fato de que, pelo menos em parte, eles podem induzir conformagéo
de estrutura  cruzada.

Fator XII e tPA ligam-se a B,GPI recombinante e a B,GPI purificado de
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plasma congelado, mas ndo a P,GPI purificado de B,GPI de plasma
fresco.

B>GPI recombinante, mas ndo B,GPI purificado de plasma
fresco estimula conversdo mediada-com-tPA de Plg a plasmina, conforme
medido como a conversdo do substrato cromogénico especifico para plasmina
S-2251 (Fig. 3A). Usando um ELISA mostra-se que o tPA e fator XII ligam-
se a P,GPI recombinante, mas ndo se ligam a B,GPI purificado de plasma
humano fresco (Fig. 3B, C). B2GPI recombinante liga-se a fator XII com uma
kp de 20 nM (Fig. 3C) e a tPA com uma kp de 51 nM (Fig. 3B).
Adicionalmente, B,GPI purificado de plasma que foi congelado a 20°C e
subseqiientemente descongelado, fator XII co-elui da coluna de afinidade de
anticorpo anti-B,GPI, como mostrado em Western blot ap6s incubag@o do blot
com anticorpo anti-fator XII (Fig. 3D). Isto sugere que P2GPI redobra em
uma conformagio contendo estrutura B cruzada ao congelar. Na Figura 3E,
mostra-se o efeito inibidor de B,GPI recombinante sobre a ligagdo de auto-
anticorpos anti-B2GPI isolados de pacientes com APS a B,GPI imobilizado.
Observa-se que B2GPI derivado de plasma em solugdo dificilmente apresenta
um efeito sobre a ligagdo de anticorpo sobre P2GPI imobilizado. Fig. 3F
mostra que a exposi¢do de B,GPI a cardiolipina ou DXS500k introduz um
sinal incrementado de fluorescéncia de ThT, indicativo de uma alteracdo
conformacional na P,GPI, acompanhado da formagdo de conformagdo de
estrutura B cruzada. Novamente, §,GPI recombinante ja forneceu inicialmente
um maior sinal de fluorescéncia de ThT do que B2GPI nativa purificada de
plasma. Adicionalmente, exposi¢do de P2GPI do plasma e B2GPI rec. a
adjuvantes/desnaturadores LPS ou CpG também induz um aumento da
fluorescéncia de ThT, que é maior com P2GPI rec. do que com B2GPI do
plasma para ambos os adjuvantes (Fig. 2M e Fig. 4C). Estes dados ndo s6
indicam que B,GPI compreende mais conformagdo de estrutura B cruzada do

que B2GPI do plasma, mas que B2GPI recombinante também assume mais
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facilmente esta conformacio quanto contactado com vérios adjuvantes e
superficies, i.e. cardiolipina, DXS500k, LPS e CpG. Na figura 3G mostrou-se
que a exposi¢do de B,GPI a cardiolipina, imobilizada nos pogos de uma placa
ELISA, torna p,GPI com capacidade de ligagdo de tPA. A ligagdo de B,GPI
diretamente na placa ELISA resulta em menos ligagdo de tPA. Estas
observagdes também mostram que a cardiolipina tem um efeito desnaturador,
induzindo com isso conformagfo similar a amiléide na B,GPI, necessaria para
ligagdo de tPA. Estas observagdes, em conjunto com a observagdo de que
exposi¢o de B,GPI a vesiculas de cardiolipina induziu capacidade de ligagéo
de ThT (Fig. 3F), mostram que exposi¢gdo de B,GPI a uma superficie
desnaturadora induz formago de conformago de estrutura B cruzada similar
a amiléide.
Epitopos para auto-anticorpos sdo expostos especificamente em
conformacdes nao-nativas de B,GPI compreendendo conformacio de
estrutura P cruzada

Figura 3 mostra que preparagdes de [B,GPI reagem com
marcadores de ThT de estrutura B cruzada amildide, tPA e fator XIL
Adicionalmente, exposi¢io de 62GPI a cardiolipina introduz capacidade de
ligacdo de tPA (Fig. 3G). Adicionalmente, observa-se grandes estruturas
fibrilares em imagens TEM de B2GPI do plasma em contato com cardiolipina
(Fig. 3H, imagem 2 e 3). Vesiculas pequenas de cardiolipina parecem ser
ligadas a P2GPI fibrilar. Imagens de P2GPI do plasma apenas (Fig. 3H,
imagem 1) ou cardiolipina apenas (nfo mostrado) revelaram que ndo estdo
presentes ultra-estruturas visiveis. Em contraste, € possivel observar
agregados ndo-fibrilares e fibrilos relativamente finos e ondulados em
imagens de P2GPI recombinante (Fig. 3H, imagem 4). Esta observagdo
mostra que exposi¢do de B,GPI a cardiolipina e expressdo e purificagdo de
B2GPI recombinante resultam em uma estrutura multimérica alterada de

B,GPI, quando comparado com a estrutura monomérica observada com
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cristalografia de raios-X'®. As preparagdes B,GPI com conformagio de
estrutura B cruzada expressam epitopos que sdo reconhecidos por auto-
anticorpos anti-B2GPI isolados do plasma de pacientes com APS.
Adicionalmente, exposi¢do de B,GPI a cardiolipina ou DXS500k induz uma
maior fluorescéncia quando se adiciona ThT, indicativo da formagdo de
conformacio de estrutura B cruzada quando B,GPI contacta uma superficie
carregada negativamente. Interessante observar que se verificou previamente
que exposi¢do de B,GPI a cardiolipina é um pré-requisito para a detecgdo de
anticorpos anti-3,GPI em soros de camundongos imunizados'’. Estas
combinagdes combinadas apontam para um papel para alteragdes
conformacionais em PB2GPI nativa, necessario para expor novos sitios
imunogénicos. Nossos resultados indicam que o elemento de estrutura f
cruzada € parte deste epitopo. Nos predizemos que a conformagio de estrutura
B cruzada pode ser formada de maneira relativamente facil por um ou mais
dos cinco dominios da molécula de B,GPI estendida '8 Cada dominio
compreende pelo menos uma ldmina B que pode funcionar como uma
semente para redobramento local em conformagfo de estrutura B cruzada.
Uma pessoa versada na arte é agora capaz de testar a hipotese de que a
conformacdo de estrutura B cruzada € o essencial para elicitar anticorpos anti-
B,GPI. Estudos de imunizagdo com B2GPI nativa e P2GPI alterada
conformacionalmente, com ou sem conformagdo de estrutura B cruzada,
podem ser realizados na presenga ou auséncia de um composto, incluindo
ThT, tPA, RAGE, CD36, anticorpos anti-estrutura $ cruzada ou um
equivalente funcional dos mesmos, que inibe a atividade de conformagdo de
estrutura B cruzada. Alternativamente, é possivel realizar estudos in vitro com
células apresentadoras de antigeno (APC, antigen presenting cells), incluindo
células dendriticas (DC). Fontes de B2GPI alterada conformacionalmente so
B.GPI recombinante, ou B,GPI exposto a qualquer superficie desnaturadora,

p. ex. plasticos, cardiolipina, DXS500k e potencialmente outros adjuvantes.
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Adicionalmente, B2GPI alterada estruturalmente pode ser obtida por meio de
qualquer outro tratamento quimico ou fisico, p. ex. aquecimento, alteragdes de
pH, redugfo-alquilagdo. Uma pessoa versada na arte € capaz de projetar e
realizar ensaios celulares in vitro € modelos de camundongo in vivo para se
obter evidéncia adicional para o papel da conformagdo de estrutura 8 cruzada
na autoimunidade (ver abaixo). Para estabelecer se o elemento de estrutura 3
cruzada é essencial para elicitar uma resposta imune ou para ligagdo de
anticorpo, é possivel realizar estudos de inibigdo com qualquer composto de
ligacdo de estrutura B cruzada que pode competir com a liga¢do de anticorpos
ou que pode prevenir uma resposta imune. Nossas observagdes indicam que a
conformacgdo de estrutura P cruzada é necessaria para a indugdo de uma
resposta imune adaptativa. A conformagdo de estrutura B cruzada também
poderia ser parte de um epitopo reconhecido por anticorpos autoimunes. Com
base em nossos estudos pode-se esperar que outras doengas e complicagdes,
em que auto-anticorpos estdo implicados, sejam mediadas por uma proteina
compreendendo conformagdo de estrutura P cruzada. Adicionalmente a
sindrome do [anticorpo] antifosfolipideo (APS, anti-phospolipid syndrome)
referidas condi¢cdes incluem, embora sem limitagdo, lupus eritematoso
sistémico (SLE, systemic lupus erythematosus), diabetes de tipo I, aplasia de
células vermelhas e a formagdo de anticorpos inibidores em pacientes com
hemofilia tratados com fator VIII. Uma pessoa versada na arte € agora capaz
de selecionar pacientes de hemofilia com auto-anticorpos anti-fator VIII
quanto a presenga de anticorpos em seu plasma que reconhecem a
conformagdo de estrutura  cruzada. Uma andlise mais detalhada revelara se
anticorpos de ligagdo de estrutura § cruzada putativa se ligam especificamente
(em parte) a conformagdo de estrutura P cruzada no antigeno, ou se o0s
anticorpos se ligam a conformagdo de estrutura B cruzada presente em
qualquer proteina nio-relacionada.

Exemplo de Resultados 4
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Incubacdo de monécitos U937 cultivados com proteinas compreendendo

conformacio de estrutura B cruzada resulta em regulacio-para-cima de niveis

de mRNA de fator a de necrose de tecido, e LPS induz a formacdo de

estruturas similares a amiloide na lisozima.

Compostos ricos em estrutura B cruzada induzem expressio de RNA de
TNFa em monocitos

Apo6s exposi¢cdo de monodcitos U937 a LPS ou endostatina
amil6ide rica em estrutura B cruzada ou Hb-AGE, DNA de TNFa € obtido
ap6s RT-PCR com RNA isolado (Fig. 4A). Hemoglobina de controle
efetivamente induz regulagdo-para-cima de RNA de TNFo na mesma
extensdo, mas ndo excede aproximadamente 30 % dos valores obtidos ap6s
estimulacdo de Hb glicosada ou endostina amildide. Quantidades de DNA de
TNFa obtidas apés RT-PCR com RNA de mondcitos sdo normalizadas para
as quantidades de DNA de 18S ribossomico presentes nas amostras
correspondentes.
LPS atua como um desnaturador e induz conformacio de estrutura f
cruzada

ApOs exposigdo de 1 mg ml™ lisozima a 10, 25, 100, 200, 600
e 1200 pg ml™ de LPS em solugo, fluorescéncia de ThT € acentuada 1,1, 1,3,
1,6, 2,3, 5,7 e 13,1 vezes respectivamente quando comparado com lisozima
incubada em tamponador apenas, indicativo da formagdo de conformagéo
similar a amildide com estrutura B cruzada (Fig. 4B). Quando lisozima e
endostatina sdo expostas a 200, 400 e 600 pg ml" de LPS, fluorescéncia de
ThT € acentuada aproximadamente 5, 11 e 18 vezes e 8, 20 e 26 vezes,
respectivamente (Fig. 2K, L). Alternativamente, de maneira similar ao que se
observa com CpG (Fig. 2M), quando 1 mg ml™ de lisozima, albumina, y-
globulinas, endostatina, B2GPI do plasma ou B2GPI rec. € exposto a 600 pg
ml"! de LPS, fluorescéncia de ThT é acentuada aproximadamente 10, 3, 2, 10,

2 e 4 vezes, respectivamente (Fig. 4C). Diagndstico por imagem adicional
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com TEM poderia verter mais luz sobre se as proteinas expostas a LPS
rearranjaram sua conformago em fibrilos similares a amiloide ou em outros
agregados visiveis. Os dados de incremento da fluorescéncia de ThT mostram
que LPS atua como um desnaturador que converte uma proteina inicialmente
globular em um polipeptidio similar a amildide. J& se demonstrou
previamente que lisozima pode ligar-se a LPS purificado e a adjuvante de
Freund completo, compreendendo fragmentos de parede celular bacteriana
com LPS, acompanhado de alteragdes estruturais na proteina.
Adicionalmente, Morrison & Cochrane'? mostraram que LPS pode ativar
potencialmente fator XII, que corrobora nossa visdo de que LPS atua como
um desnaturador de proteina que, por sua vez, introduz propriedades
ativadoras de fator XII (ver também Fig. 2E, F). Nossos resultados revelam
agora que a ligagdo de LPS induz conformagdo de estrutura B cruzada e que
ativacdo de fator XII com LPS é mediada por proteina com conformagio de
estrutura B cruzada, proporcionando uma explicagdo para estas observagoes
previamente reportadas.
Discussdo: Proteinas ricas em estrutura P cruzada, similares a LPS,
induzem regula¢io-para-cima de TNFa em mondcitos, e LPS induz
conformacio de estrutura p cruzada amiléide em lisozima

Estimulagdo de mondcitos U937 com proteinas que
compreendem conformagdo de estrutura B cruzada como parte de seu
dobramento tercidrio/quaternario resulta em expressdo de RNA de TNFa,
similar & regulagdo-para-cima de RNA de TNFo por LPS. A observagdo de
que hemoglobina de controle efetivamente influenciou niveis de RNA de
TNFa apenas até certo ponto indica que a presenca de conformagdo de
estrutura B cruzada € um fator importante para a regulagdo-para-cima
observada. Como nds mostramos aqui que LPS atua como um agente indutor
de conformacdo de estrutura B cruzada, ndés concluimos que a ativagdo de

células, incluindo células do sistema imunoldgico, por LPS € induzida, pelo
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menos em parte, por uma proteina alterada conformacionalmente
compreendendo conformagdo de estrutura f cruzada. Assim, LPS atua como
uma superficie desnaturadora ou adjuvante que induz formagdo de
conformagdo de estrutura B cruzada em uma proteina que esta presente na
superficie celular ou no ambiente celular, similar & nossa observagdo de que
LPS introduz conformagio de estrutura B cruzada similar a amildide na
lisozima. A conformacgdo formada de estrutura f cruzada € entdo um
estimulador da resposta imune. Nossos resultados, hipdteses e conclusdes sdo
corroborados pelas observagdes na literatura de que a atividade endotéxica de
LPS ¢ incrementada na presenga de albumina ou hemoglobina. Além disso,
LPS induz formagdo de laminas B em albumina, um elemento estrutural que
estd ausente no dobramento da albumina nativa e que sugere que a
conformac¢do de estrutura B cruzada seja formada'. Respostas similares de
células microgliais no sentido de LPS e AP agregados sdo reportadas®.
Nossas observagdes fornecem um apoio légico para estas e outras
observagdes adicionais recentes de que o receptor de LPS CD 14 esta
envolvido na fagocitose de AB 2'-?*. A luz de nossos resultados, talvez CD14
interaja com uma proteina desnaturada associada com LPS e com AP via uma
conformacio de proteina ndo-nativa similar nos ligantes. Isto poderia sugerir
que CD 14 é um possivel membro da classe de proteinas de ligagdo de
estrutura B cruzada similar a amiléide 3, Para uma pessoa versada na arte,
estas observagdes proporcionam o meio de realizar ensaios celulares in vitro
adicionais que corroboram o papel da conformagdo de estrutura B cruzada
sobre a ativacdo do sistema imunoldgico. Uma pessoa versada na arte pode
agora selecionar os ensaios celulares apropriados, para reunir compreensio
sobre o tipo de resposta imune induzida por conformagdo de estrutura 8
cruzada. Por exemplo, é possivel testar a poténcia de ativar o sistema
imunolégico adaptativo e/ou inato do hospedeiro e induzir uma resposta

imune celular e/ou humoral. Mesmo num nivel mais detalhado, o tipo de
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resposta, i.e. um tipo de resposta de auxiliar 1 de célula T que resulta na
elicitacdo de imunoglobulinas da subclasse IgG2a, ou um tipo de resposta de
tipo 2 de auxiliar de célula T resultando primariamente na elicitag@o de IgGl,
ou um tipo de resposta regulador de células T. Experimentos de bloqueio
usando compostos de ligagdo de estrutura 3 cruzada e proteinas, p. ex. ThT,
vermelho Congo, Tioflavina S (ThS), tPA e fragmentos dos mesmos, fator
XII e fragmentos dos mesmos, hibridomas anti-estrutura  cruzada, podem
proporcionar evidéncia adicional para o papel do elemento de estrutura 3
cruzada na ativacdo do sistema imunoldgico. Adicionalmente, € possivel usar
ensaios celulares para estudar qual aspecto da conformacéo de estrutura 3
cruzada apresenta a natureza imunogénica, i.e. oligdmeros soluveis, fibrilos,
ou outros aspectos. Também ¢é possivel usar ensaios imunoldgicos celulares
para selecionar adjuvantes estabelecidos e novos quanto a sua capacidade de
induzir uma resposta imune, mediada pela conformagdo de estrutura f
cruzada, no préprio adjuvante ou induzido pelos adjuvantes (ver Fig. 2).
Novamente, pré-tratamento de misturas de adjuvantes/proteina com proteinas
ou compostos de ligagio de estrutura P cruzada potencialmente
neutralizadores pode prevenir uma resposta imune. Compreenséo adicional
sobre o papel da capacidade desnaturadora do LPS na indu¢do de uma
resposta imune pode provir de estudos comparativos em que variantes
endotdxicas ativas e inativas de LPS sdo testadas quanto a sua capacidade de
introduzir conformagdo de estrutura B cruzada em proteinas € quanto aos
efeitos sobre o sistema imunoldgico. Exemplos de LPS endotdxico inativb sdo
LPS de Rhodobacter capsulatus e lipideo A tetra- ou penta-acilado .
Adicionalmente, é possivel estudar o efeito de Polymyxin B, que inibe a
atividade endotdxica de LPS, sobre as propriedades indutoras de estrutura f3
cruzada de LPS. Alternativamente, Polimixina B pode atuar diretamente sobre
proteinas contendo estrutura  cruzada. Nesse caso, adiciona-se polimixina B

a lista de compostos de ligagdo de estrutura § cruzada.
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Nossos resultados indicam que a os efeitos potencializadores
de LPS, quando é usado como um adjuvante em experimentos de imunizagao,
sdo atribuidos, pelo menos em parte, a introdugdo de conformacdo de
estrutura B cruzada imunogénica no antigeno administrado, em um proteina
co-administrada ou em enddgena ou conjunto de proteinas enddgenas. Prediz-
se agora que a determinagfo da(s) proteina(s) endégena(s) que formam
preferivelmente a conformagéo de estrutura B cruzada quando exposta a LPS
proporcionara uma ferramenta para o projeto de regimes de imunizagdo mais
seguros. Prediz-se que LPS pode ser reduzido ou omitido quando estas
proteinas endbégenas ou conjunto de proteinas desnaturadas, em que a
conformacio de estrutura B cruzada € introduzida, é usado diretamente como
o adjuvante. Para uma pessoa versada na arte estd claro que estes resultados e
conclusdes também podem ser obtidos com outros adjuvantes, incluindo, mas
sem limitagdo CpG ou Alume.

Exemplo de Resultados 5

Imunizacdo de camundongos na auséncia de adjuvante com polipeptidios

compreendendo conformacio de estrutura B cruzada.

Preparacio de antigenos com conformagio de estrutura f cruzada

Os dados no Exemplo 2 ¢ Exemplo 4 mostram que varios
adjuvantes usados em regimes de vacinagdo animal e humana induzem a
conformagcéio de estrutura B cruzada em proteinas. A presenga de conformagio
de estrutura P cruzada em vérios terapéuticos a base de proteina induz
imunogenicidade. Isto sugere que a imunogenicidade pode ser atribuida, pelo
menos em parte, a estrutura B cruzada compreendendo proteinas ou
polipeptidios. Isto nos instou a preparar ensaios de imunizagdo com
compostos ricos em conformagio de estrutura B cruzada, sem adigdo de um
adjuvante. Com base nos resultados descritos acima prediz-se que a presenga
da Oconformacdo de estrutura p cruzada imunogénica ¢ essencial e até mesmo

suficiente para induzir uma resposta imune, como observado, por exemplo,
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com vérios farmacéuticos 4 base de proteina que ndo contém adjuvante.
Efetivamente, obtivemos titulagdes superiores de anticorpos quando nos
usamos OVA de frango com conformagdo de estrutura p cruzada (dOVA) em
comparagdo com OVA sem conformagdo de estrutura f cruzada (nOVA) em
experimentos de imunizagdo (Fig. 5SL). Também se obteve titulagdes com
OVA sem conformacéo de estrutura B cruzada. Como a formag&o de estrutura
B cruzada em OVA pode ocorrer facilmente, prediz-se que a gera¢do de
anticorpos apds imunizagio com nOVA também ¢ mediada com moléculas
com conformagio de estrutura B cruzada. Neste caso, a conformagdo de
estrutura B cruzada é induzida durante ou apds a inje¢do subcutinea. Estes
experimentos estabelecem que a presenca da conformagdo de estrutura B
cruzada em uma proteina pode induzir imunogenicidade que pode ser nociva.
No caso de um terapéutico de proteina, a remogéo ou diminuigdo do teor de
estrutura p cruzada do terapéutico auxiliara a se obter uma droga mais segura.

Obteve-se OVA similar a amiléide por meio de desnaturagéo
com calor a 85°C (Fig. 5A, B, I, K). A presenga da conformagio de estrutura
B cruzada foi estabelecida com fluorescéncia de ThT e ensaios de ativagdo de
Plg e por meio de diagnéstico por imagem TEM. As estruturas fibrilares com
comprimento de pelo menos até 2 um, como observado nas imagens TEM,
provavelmente nfo s3o as Unicas montagens de OVA com a presenca de
conformacéo de estrutura B cruzada, como se conclui da observagéo de que
filtragdo através de um filtro de 0,2 um ndo reduz o incremento de
fluorescéncia de ThT. Uma pessoa versada na arte pode realizar experimentos
similares com solugdes de consumo de albumina de soro murino, glucagdnio
humano e solugdes de consumo de Etanercept com a conformagfo de
estrutura P cruzada, como aquelas descritas abaixo (Fig. 5).

O dobramento de proteina similar a amiléide foi induzido na
albumina por meio de desnaturagio com calor a 85°C e por meio de redugdo e

alquilacdo de ligagdes dissulfeto (Fig. SA-D). Nos também observamos que
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albumina nativa incrementou fluorescéncia de ThT até certo grau, mas isto
ndo foi refletido por meio de estimulagdo de ativagdo de tPA. Embora
albumina desnaturada com calor e albumina alquilada acentuem fluorescéncia
de ThT em grau similar, elas diferem quanto ao potencial ativador de tPA.
Isto sugere que tPA e ThT interagem com aspectos distintos da conformagéo
de estrutura B cruzada. Nos observamos previamente que vermelho Congo,
outro corante especifico para amildide, pode competir eficientemente pela
ligacdo de tPA a agregados similares a amiléide em ELISAs, enquanto que
ThT ndo inibiu completamente ligagdo de tPA (pedido de patente WO
2004/004698).

Conformagdo de estrutura B cruzada similar a amildide foi
induzida em glucagénio por meio de desnaturagdo com calor a 37°C a pH
baixo em tamponador de HCI (Fig. SE, F, J). Desta maneira, obteve-se um
potente ativador de tPA que incrementou fluorescéncia de ThT em grande
parte. Adicionalmente, formam-se fibrilos longos e ndo-ramificados dobrados,
como visualizado em imagens TEM (Fig. 5J). E digno de nota que, em
concentragdes elevadas de glucagénio, glucagénio nativo também apresenta
algum potencial de ativagdo de tPA, indicativo da presenca de uma
determinada quantidade de proteina rica em conformagdo de estrutura f3
cruzada.

Etanercept alquilado ndo ativa tPA, enquanto que Etanercept
desnaturado com calor apresenta potencial similar ativador de tPA como y-
globulinas amilodides (Fig. 5G). Apods desnaturagdo com calor, Etanercept
também induz eficientemente fluorescéncia de ThT incrementada (Fig. SH).
Etanercept nativo induz tanto um pouco de ativagdo de tPA e proporcionou
algum incremento de fluorescéncia de ThT.

Para imuniza¢des de camundongos Balb/c, usou-se nOVA,
dOVA e nOVA com adjuvante de Freund completo. E possivel realizar

analises e imuniza¢des similares com n-MSA, MSA desnaturado com calor,
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alquila-MSA, glucagénio nativo, glucagénio desnaturado com calor,
Etanercept nativo, Etanercept desnaturado, B,GPI nativo, alquila-B,GPI,
B,GPI desnaturado, f2GPI recombinante, B,GPI dimérico®, B,GPI juntamente
com CpG, B2GPI juntamente com cardiolipina e B,GPI juntamente com
DXS500k. Adicionalmente, a andlise das diversas titulagdes pode apontar
para protocolos de imunizagdo aperfeigoados com relagdo a dose, numero de
injegdes, via de injecdo, pré-tratamento do antigeno para introduzir
conformagio de estrutura B cruzada mais imunogénica.

Por exemplo, 25 pg de Etanercept, Etanercept desnaturado
com calor, glucagénio e glucagdnio desnaturado com calor/dcido serdo
administrados subcutaneamente sem adjuvante no dia 0 e no dia 18. Sangue
para determinagdes de titulagio sera coletado da veia safena no dia -3, dia 18
e dia 25. B,GPI nativa (15 pg), P2GPI reduzida/alquilada (15 pg) e P.GPI
nativa (15 pg) com 1,35 pg de cardiolipina serdo administradas
intravenosamente no dia 0, dia 4, dia 14 e dia 18. A B,GPI e cardiolipina serdo
misturadas e incubadas a 400 pg ml' e concentragdes finais de 25 uM.
Sangue sera coletado no dia -3, dia 9, dia 25. Inicialmente, titulagGes serdo
determinadas com ELISA's usando placas revestidas com as proteinas nativas.

Concluimos, de nossas analises, que B,GPI com cardiolipina,
dOVA, alquila-MSA, glucagénio desnaturado com calor/acido e Etanercept
desnaturado com calor compreendem a conformagdo de estrutura  cruzada.
A presenca da conformag¢do de estrutura B cruzada pode ser estabelecida
adicionalmente por meio de andlises de espectropolarimetria de dicroismo
circular, experimentos de difracdo de fibras de raios-X, espectroscopia
infravermelha de transformac¢io de Fourier, birrefringéncia/fluorescéncia do
vermelho Congo, ligagdo de tPA, ativagio de fator XII e ligagdo, € mais.
Avaliacio da imunogenicidade de compostos com conformagio de
estrutura p cruzada com um ensaio de 'sangue integral'

Uma maneira de avaliar se uma proteina com conformagio de
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estrutura B cruzada ativa células do sistema imunoldgico € por meio do uso de
um ensaio de 'sangue integral'. Para este fim, no dia 1 adiciona-se sangue-
EDTA humano recentemente coletado numa relagdo a 1:1 com meio RPMI-
1640 (tamponado com HEPES, com L-glutamina, Gibco, Invitrogen, Breda,
Paises Baixos), que é pré-aquecido a 37°C. Subseqiientemente é possivel
adicionar proteinas compreendendo conformagédo de estrutura B cruzada. De
preferéncia, inclui-se um controle positivo, de preferéncia, LPS. Um inibidor
que pode ser usado para LPS é Polimixina B, concentragdo final de 5 pg ml™.
Polipeptidios convencionais ricos em conformagdo de estrutura B cruzada que
podem ser testados sdo AP, y-globulinas amiléides, proteinas glicosadas, FP
13, OVA desnaturada com calor e outros. Controles negativos séo y-
globulinas nativas, albumina nativa, Hb nativa, AR ou FP13 recentemente
dissolvida, OVA nativa. Como um controle, todas as amostras de proteina
podem ser testadas na auséncia ou presenga de 5 pg ml™ de Polimixina B para
excluir efeitos observados devido a contaminagdes com endotoxina.
Adicionalmente, proteinas nativas, sozinhas ou pré-expostas a adjuvantes
desnaturadores, p. ex. LPS, DXS500K, caulim e CpG, ou a novos adjuvantes,
podem ser testadas quanto & atividade imunogénica. O sangue e o meio
deveriam ser misturados cuidadosamente e incubados de um dia para o outro
em um incubador com CO, com tampas que permitem a entrada de CO,. No
dia 2, meio serd recolhido apds centrifugagdo durante 10 minutos a 1.000*g, a
temperatura ambiente. O pellet de células sera armazenado congelado. O meio
serd centrifugado novamente durante 20' a 2.000*g, a temperatura ambiente.
Sobrenadante sera analisado empregando-se ELISAs para concentragdes de
marcadores de uma resposta imune, p. ex. fator-o de necrose de tecido.
Quando controles positivos e negativos séo estabelecida e também uma curva
de titulacdo confidvel, é possivel testar qualquer solugdo quanto a carga de
estrutura B cruzada com relagdo a concentragdes de marcadores para

imunogenicidade. Adicionalmente, é possivel testar inibidores putativos da
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resposta imune. Por exemplo, dominios de dedos, ThT, vermelho Congo,
sRAGE e tPA podem prevenir uma resposta imune quando da adi¢do a
solugdes terapéuticas de proteina compreendendo agregados.
Imunogenicidade de proteinas com estrutura p cruzada

A presente invengdo divulga que proteinas contendo
conformagdo de estrutura B cruzada s@o imunogénicas. Para uma pessoa
versada na arte esta evidente agora que é possivel obter evidéncia adicional
que corrobora o papel proposto para a conformagio de estrutura B cruzada na
imunogenicidade. Por exemplo, a imunogenicidade de proteinas, incluindo
OVA, B,GPI e/ou terapéuticos a base de proteina, como fator a de necrose de
tumor, testa-se glucagdnio ou Etanercept. De preferéncia, a imunogenicidade
do estado nativo destas proteinas é comparado com um estado em que se
introduziu a conformacdo de estrutura P cruzada. De preferéncia, a
conformacdo de estrutura B cruzada € induzida por meio de aquecimento,
oxidagdo, glicosamento ou tratamento com um adjuvante, como
oligonucleotideos de CpG, LPS ou cardiolipina. O contetido de conformagéo
de estrutura B cruzada é, de preferéncia, medida por meio de ThT, vermelho
Congo, TEM, cromatografia de exclusdo de tamanho, atividade de ativagdo de
tPA, e ou liga¢do de qualquer outra proteina de ligagdo de estrutura § cruzada
listada nas Tabelas 1-3. A imunogenicidade de referida proteina ¢ testadas, de
preferéncia, in vitro e in vivo. Para uma pessoa versada na arte, varios ensaios
in vitro sio preferiveis para determinar a imunogenicidade de referida
proteina.

De preferéncia, a ativagdo de células apresentando antigeno
(APC, antigen presenting cells), de preferéncia, células dendriticas (DC) €
testada apo6s tratamento com referida proteina compreendendo estrutura
cruzada ou nativa. De preferéncia, isto é realizada de acordo com protocolos
estabelecidos. Ativagdo de células apresentando antigeno pode ser

determinada por meio de andlise com Separador de Células Ativadas com
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Fluorescéncia [FACS (Fluorescence Activated Cell Sorter)]. De preferéncia,
os niveis de assim-chamadas células co-estimuladoras, como B7,1, B7,2,
MHC classe II, CD40, CD80, CD86 sdo determinadas sobre, de preferéncia,
células CDllc positivas. Alternativamente, a ativagdo de NF-kB e/ou
expressdo de citocinas pode ser usada como indicadores de ativagdio de
células envolvidos na imunogenicidade, como APC e DC.

De preferéncia, as citocinas a seguir deveriam ser
quantificadas: TNFa, IL-I, IL-2, IL-6, ou IFNy ou outras. De preferéncia, os
niveis de citocinas poderiam ser quantificados por meio de ELISA.
Alternativamente, € possivel quantificar os niveis de mRNA. Para uma pessoa
versada na arte é evidente que a fun¢do de APC e DC também pode ser
testada.

De preferéncia, pode-se testar a apresentagdo cruzada de
antigeno. De preferéncia, isto pode ser obtido com o uso de OVA, em sua
conformacdo nativa e em conformagdes com conformagdo de estrutura [3
cruzada, como proteina-modelo. A capacidade de DC ou APC em ativar
células T restritas a MHC de classe II ou restritas a MHC de classe I deveria
ser analisada. Para uma pessoa versada na arte isto pode ser realizado de

34 0O papel de proteinas com

acordo com protocolos estabelecidos
conformacgdo de estrutura P cruzada na ativagdo de APC e seu papel na
apresentagdo de antigeno pode ser tratado adicionalmente com estes
procedimentos experimentais previamente indicados usando-se compostos de
ligagdo de estrutura B cruzada em ensaios de competigdo. De preferéncia, a
ativagdo de DC [células dendriticas] e apresentagdo de antigeno funcional sdo
testadas na presenga ou auséncia de ThT, vermelho Congo, tPA, ou qualquer
outra proteina de ligagdo de estrutura B cruzada, incluindo aquelas listadas na
Tabela 1-3 ou um equivalente funcional da mesmas. A imunogenicidade de

proteinas com conformagdo de estrutura P cruzada € demonstrada

adicionalmente in vivo. Por exemplo, testa-se a indugdo de anticorpos € a
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inducéo e atividade de linfocitos T citotdxicos (CTL, cytotoxic T lymphocyte)
quando da imunizagdo de proteinas, incluindo OVA, B,GPI e/ou terapéuticos
a base de proteina, como fator a de necrose de tumor, glucagbnio ou
Etanercept. De preferéncia, a imunogenicidade do estado nativo destas
proteinas é em comparagio com um estado em que a conformagdo de
estrutura P cruzada foi introduzida. De preferéncia, a conformagdo de
estrutura B cruzada € induzida por meio de aquecimento, oxidagdo,
glicosamento ou tratamento com um adjuvante, como oligonucleotideos de
CpG, LPS ou cardiolipina. O contetido da conformag@o de estrutura B cruzada
é, de preferéncia, medido por meio de ThT, vermelho Congo, TEM,
cromatografia de exclusio de tamanho, atividade de ativagdo de tPA, e ou
ligacdo de qualquer outra proteina de ligagdo de estrutura B cruzada listada
nas Tabelas 1-3. De preferéncia, as titulagdes de anticorpos s@o medidas apds
imunizacdo com ELISA e mede-se a atividade de CTL usando ensaio de
liberagdo de *'Cr. Alternativamente, ¢ possivel medir a liberago de citocinas,
incluindo IL-2. Para uma pessoa versada na arte estd claro agora que, para
cada proteina compreendendo conformagdo de estrutura B cruzada, o efeito
sobre a imunogenicidade pode ser testado como tal. Estes experimentos
propostos elucidardo adicionalmente o papel da conformagdo de estrutura 3
cruzada na imunogenicidade.
Imunogenicidade de adjuvantes

A presente invengdo revela que adjuvantes induzem
conformacdo de estrutura B cruzada. Para uma pessoa versada na arte estd
agora evidente que é possivel obter evidéncia adicional que corrobora o papel
proposto para a conformagdo de estrutura § cruzada na imunogenicidade de
adjuvantes. Por exemplo, é possivel testar adjuvantes adicionais € novos. Por
exemplo, enterotoxina instavel ao calor de Escherichia coli (EtxB),
oligodesoxinucleotideos relacionados com CpG diferentes e/ou variantes de

LPS, ou moléculas relacionadas com LPS, como lipideo de monofosforila A
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(MPL). Esta capacidade indutora de estrutura  cruzada ¢ medida usando-se
uma proteina nativa ou conjunto de proteinas, de preferéncia, OVA, lisozima,
endostatina, y- globulinas, albumina, plasma ou uma proteina derivada de
plasma ou conjunto de proteinas. O teor de estrutura B cruzada é, de
preferéncia, medido por meio de ThT, vermelho Congo, TEM, cromatografia
de exclusdo de tamanho, atividade de ativagdo de tPA, e ou ligagdo de
qualquer outra proteina de ligagdo de estrutura B cruzada listada nas Tabelas
1-3. De preferéncia, a capacidade de indugdo de estrutura B cruzada destes
compostos € comparada com a imunogenicidade in vitro e in vivo usando-se
os ensaios descritos acima. Para uma pessoa versada na arte é possivel agora
identificar a proteina ou conjunto de proteinas que se redobra numa
conformag¢do com estrutura 3 cruzada quando exposto a um adjuvante. Por
exemplo, um adjuvante, de preferéncia, CpG, LPS ou um equivalente
funcional do mesmo € imobilizado e usado subseqiientemente como
adjuvante. Em seguida, recolhe-se o adjuvante imobilizado e, apds lavagem
extensiva, isola-se as proteinas ligadas com conformagéo de estrutura 8 cruzada.
Se necessario, as proteinas podem ser purificadas adicionalmente por meio de
procedimentos convencionais, de preferéncia, cromatografia de exclusdo de
tamanho. A identidade das proteinas € revelada, de preferéncia, por meio de
espectrometria de massa, i.e. protedmicos a base de espectrometria de massa.

O papel da conformagdo de estrutura B cruzada na agfo de
adjuvantes € tratado adicionalmente com estes procedimentos experimentais
previamente indicados usando-se composto de ligagéo de estrutura  cruzadas em
ensaios de competi¢do. De preferéncia, testa-se ativagéo de DC e apresentagéo de
antigeno funcional, na presenga ou auséncia de ThT, vermelho Congo, tPA, ou
qualquer outra proteina de ligagdo de estrutura B cruzada, incluindo aquelas
listadas na Tabela 1-3 ou um equivalente funcional das mesmas.

Estes experimentos elucidam adicionalmente o papel da

conformag¢do de estrutura  cruzada na imunogenicidade. Além disso, para
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uma pessoa versada na arte é exeqiiivel selecionar proteinas que se redobram
em conformagio de estrutura f cruzada e se tornam imunogénicas quando da
ligacdo a um adjuvante. Referidas proteinas também podem ser usadas como
adjuvantes propriamente ditos. Finalmente, para uma pessoa versada na arte €
possivel selecionar as proteinas compreendendo estrutura B cruzada dtima
para imunizagdo e geragdo de uma resposta imune com base na ligagdo de
compostos de ligagdo de estrutura B cruzada, incluindo aqueles listados na
Tabela 1-3, a estas proteinas compreendendo estrutura 3 cruzada.

Imunizacio com proteinas compreendendo conformacio de estrutura f§

cruzada promovem protecio contra exposicio a patégeno

A presente invengdo revela que proteinas contendo
conformagdo de estrutura  cruzada s@o imunogenicas. Para uma pessoa
versada na arte € evidente agora que a imunizagdo com proteinas
compreendendo conformagdo de estrutura B cruzada induz ou acentua a
prote¢do contra patdgenos. Por exemplo, proteinas patogénicas que sdo bons
componentes candidatos para desenvolvimento de vacina sdo combinadas
com proteinas compreendendo conformagdo de estrutura B cruzada. Referidas
proteinas patogénicas incluem, embora sem limitagéo, proteinas envolvidas na
viruléncia de bactérias, como proteina similar a M, e proteinas de ligagdo de
fibronectina de espécies de Streptococcus, ou proteinas de opacidade (Opa) de
Neisseria meningitidis. Alternativamente, referidas proteinas sdo de origem
viral, como a proteina de hemaglutinina (HA) e/ou neuraminidase (NA) do
virus de influenza. Referidas proteinas patogénicas que elicitam uma resposta
imune protetora sio combinadas com uma proteina compreendendo uma
quantidade efetiva de proteina compreendendo conformagéo de estrutura f
cruzada e injetadas em um animal, de preferéncia, um camundongo.
Alternativamente, as proteinas patogénicas que induzem uma resposta imune
protetora sdo tratadas de tal forma que se redobram em uma conformagio

compreendendo estrutura B cruzada. Referidos tratamentos consistem, de
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preferéncia, de aquecimento, oxidagdo, e/ou sonicagdo ou qualquer outro
tratamento que induz conformagdo de estrutura B cruzada. O teor de
conformac¢do de estrutura B cruzada €, de preferéncia, medido por meio de
ThT, vermelho Congo, TEM, cromatografia de exclusdo de tamanho,
atividade de ativagdo de tPA, e ou ligagdo de qualquer outra proteina de
ligagdo de estrutura B cruzada listada nas Tabelas 1-3. Apds imunizagdo a
pessoa versada na arte sera capaz de determinar facilmente a resposta imune
com o auxilio de protocolos estabelecidos para a determinagdo da titulagdo de
anticorpos e indugdo de uma resposta CTL. O efeito protetor da imunizagio,
com proteinas compreendendo estrutura  cruzada com uma dada proteina
patogénica ou conjunto de proteinas patogénicas que se espera induzir uma
resposta imune protetora € analisadas expondo-se camundongos imunizados
com o patdgeno de se derivam as proteinas patogénicas e comparando a
sobrevida ou gravidade de infeccdo com camundongos que ndo sdo
imunizados. Por exemplo, camundongos podem ser infectados com
Streptococcus aqui apds imunizag¢do com proteinas de ligagéo de fibronectina
(FNZ e/ou SFS) e/ou EAG (a2-macroglobulina, albumina, e proteina de
ligacdo de IgG) tratado para induzir conformagdo de estrutura B cruzada ou
combinado com uma proteina compreendendo uma conformagéo de estrutura
B cruzada. Outro exemplo € obtido usando-se imunizagdo com proteinas
meningococicas recombinantes OpaB e Opal ou outras vesiculas de
membrana contendo proteinas PorA e PorB tratadas de forma a induzir
conformagdo de estrutura P cruzada ou imunizadas com proteinas
compreendendo conformagdo de estrutura B cruzada. Usando protocolos
estabelecidos os camundongos sdo expostos a Neisseria meningitis. O efeito
da imunizacdo € analisado mediante determinagdo da resposta de anticorpos.
Em outro adicional, camundongos sio imunizados com baculovirus
recombinante produziram vacinas NA e NA tratadas de forma a induzir

conformag¢do de estrutura P cruzada ou usada em combinagdo com uma
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proteina ou conjunto de proteinas compreendendo conformagdo de estrutura [3
cruzada. Subseqiientemente os camundongos sdo expostos a virus de influenza
para determinar o efeito protetor da imunizago com estrutura  cruzada
compreendendo proteinas por exemplo, de acordo com protocolos estabelecidos.

A proteina ideal ou conjunto de proteinas ideal a ser usado em
combinacdo, sendo que a proteina patogénica ou conjunto de proteinas €
obtida, de preferéncia, a partir da analise de proteinas que estdo implicadas na
resposta de adjuvantes, como CpG ou LPS.

Considerados em conjunto, os resultados dos experimentos
ilustram adicionalmente que proteinas compreendendo estrutura  cruzada sdo
componentes valiosos de vacinas.

Exemplo 6

A cada vez usa-se duas doses de uma vacina de antigeno de
superficie de influenza inativado comercialmente obtenivel (Agrippal®) para
determinar a dose relevante de estruturas p cruzadas.

Uma dose ¢ usada "tal qual" (A) e a outra (B) € desnaturada com
um ou mais tratamentos de aquecimento, congelamento, oxidagdo, glicosamento
PEGilagio, sulfatagio, exposi¢do a um caotrofico, de preferéncia, o caotrofico €
uréia ou guanidinio-HCI, fosforilagdo, protedlise parcial, lise quimica, de
preferéncia, com HCl ou brometo de cianogénio, sonicagdo, dissolugdo in
solugdes organicas, de preferéncia, 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol e 4cido
trifluoroacético, ou uma combinag@o dos mesmos.

Prepara-se as combinagdes a seguir.

A% B %
50 50
60 40
70 30
80 20
90 10
100 0
100 10
100 20
100 30
100 40
100 50
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Camundongos sdo imunizados com combinagdes de AB como
descrito acima, ou com um placebo.

Ap0s trés semanas, camundongos recebem refor¢o com a
mesma composi¢ao.

Apds mais trés semanas os camundongos sdo expostos ao
patégeno.

Mede-se a resposta imune.

Exemplo 7

Proteinas compreendendo estrutura B cruzada também sdo
usadas como componente para aplicagdes médicas no tratamento e/ou
profilaxia de cancer, de preferéncia, mas sem limitag&o, cancer associado com
infecgdo viral. Referido cincer é, de preferéncia, associado com infecg¢do por
papilomavirus humano (HPV).

Uma resposta imune € induzida, por exemplo, para neutralizar,
tratar e/ou pelo menos prevenir parcialmente a ocorréncia e/ou
desenvolvimento de cancer, de preferéncia, cinceres cervical, anal, vulvar,
vaginal, e/ou peniano e/ou verrugas genitais associadas com infec¢do por
HPV, de preferéncia, cincer associado com HPV16 e/ou HPV18 e/ou HPV6
e/ou HPV1l antigeno associado com tumor. De preferéncia, objetiva-se
papiloma virus humano (HPV) de proteina de tipo E6 e/ou E7. A induc¢do de
estrutura B cruzada em referido antigeno, de preferéncia, um antigeno E6 e/ou
E7, ou combinagdo de referido antigeno com um componente de proteina
compreendendo uma estrutura B cruzada, resulta em um composto e/ou
composi¢do que € particularmente vantajosa para elicitar uma resposta imune
especifica para antigeno. De preferéncia, elicita-se uma resposta especifica
para E6 e/ou E7. De preferéncia, produz-se um composto e/ou composi¢do
que ¢é capaz de proteger camundongos contra exposi¢do a tumores
expressando referido antigeno, de preferéncia, E6 e/ou E7. Da forma mais

preferivel, produz-se um composto e/ou composi¢do € que € capaz de
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proteger, pelo menos em parte, humanos de desenvolver cancer e/ou verrugas
genitais causadas por infec¢do com HPV. Usa-se quantidade terapeuticamente
efetivas, de preferéncia, entre 1 e 100 pg de antigeno de tumor, em
combinag¢io com quantidades terapeuticamente efetivas, de preferéncia, de 1 a
100 pg, de um componente de proteina compreendendo estrutura B cruzada.
Referido componente de proteina compreendendo estrutura B cruzada ¢é, de
preferéncia, ovalbumina. Ainda mais preferivelmente, referido componente de
proteina compreendendo estrutura B cruzada € um antigeno associado com
tumor. Conseqiientemente, estruturas B cruzadas sfo induzidas, de
preferéncia, em um antigeno associado com tumor, que torna uma
composi¢do compreendendo referido antigeno associado com tumor mais
imunogénica. Desejando-se tratamento pelo menos parcial e/ou profilaxia de
Canceres associados com HPV, sendo que referido antigeno associado com
tumor é, de preferéncia, E6 e/ou E7.

Camundongos sio imunizados, de preferéncia, duas vezes por
via intramuscular, de preferéncia, com um intervalo de duas a trés semanas e,
de preferéncia, expostos com células de tumor, de preferéncia, 5 x 10 células
de tumor TC-I e, de preferéncia, o crescimento do tumor ¢ medido e
monitorado ao longo do tempo. Sujeitos humanos sdo imunizados, de
preferéncia, duas vezes ou mais vezes da mesma maneira, e, de preferéncia,
monitora-se a eficicia por meio de determinagfio do nimero, inicio e/ou
crescimento de cincer e/ou desenvolvimento de verrugas entre individuos
imunizados e individuos ndo-imunizados.
Exemplo 8

Proteinas compreendendo estrutura B cruzada também sdo
usadas como componente para aplicagido médica para induzir
imunogenicidade na profilaxia e/ou tratamento de outras aberragdes, de
preferéncia, mas sem limitag3o aterosclerose ou amiloidoses, de preferéncia,

doenga de Alzheimer, e também para induzir respostas imunes contra outros
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auto-antigenos, abrangendo até mesmo, p. ex., LHRH para imunocastragio de
javalis, ou para uso na prevengdo da doenga enxerto versus hospedeiro (GvH)
e/ou rejeigdes de transplante.

Por exemplo, para tratar aterosclerose objetiva-se, de
preferéncia, LDL oxidado ou proteinas glicosadas ou epitopos especificos das
mesmas. De preferéncia, usa-se LDL oxidado e/ou proteinas glicosadas,
compreendendo estrutura B cruzada, como componente de uma tal aplicagio
médica para induzir uma resposta imune especifica para proteina ox-LDL-
e/ou glicosada. Usa-se quantidades terapeuticamente efetivas, de preferéncia,
entre 1 ¢ 100 pg de proteina ox-LDL e/ou glicada, em combinag¢do com
quantidades terapeuticamente efetivas, de preferéncia, de 1 a 100 pg, de um
componente de proteina compreendendo estrutura B cruzada, sendo que
referido componente de proteina €, de preferéncia, oxXLDL e/ou uma proteina
glicosada.

Para tratar amiloidose ou qualquer doenga que causa mau
dobramento de proteina, de preferéncia, doenga de Alzheimer, de preferéncia,
usa-se uma proteina ou fragmento de proteina combinado com uma
amiloidose particular como imundgeno para induzir uma resposta imune
especifica contra referida proteina ou fragmento de proteina. De preferéncia,
usa-se quantidades terapeuticamente efetivas, de preferéncia, entre 1 e 100 pg,
de referida proteina ou fragmento de proteina em combina¢do com
quantidades terapeuticamente efetivas, de preferéncia, de 1 a 100 pg, de um
componente de proteina compreendendo estrutura B cruzada, sendo que
referido componente de proteina €, de preferéncia, sendo que referida proteina
ou componente de proteina.

Para elicitar uma resposta imune contra um auto-antigeno,
compreendendo até mesmo, por exemplo, para imunocastragdo de javalis, ou
para uso na prevengdo da doenca de enxerto versus hospedeiro (GvH) e/ou

rejei¢des de transplante, de preferéncia, usa-se um auto-antigeno como
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imundgeno, de preferéncia, com um componente de proteina compreendendo
estrutura B cruzada. De preferéncia, referido componente de proteina
compreendendo estrutura [ cruzada é referido auto-antigeno em que
estruturas B cruzadas se induziu. De preferéncia, usa-se quantidades
terapeuticamente efetivas, de preferéncia, entre 1 e 100 pg, de referida auto-
proteina em combina¢do com quantidades terapeuticamente efetivas, de
preferéncia, de 1 a 100 pug, de um componente de proteina compreendendo
estrutura B cruzada, sendo que referido componente de proteina
compreendendo estrutura B cruzada é, de preferéncia, referida auto-proteina
em que estruturas B cruzadas foram induzidas. Uma resposta imune elicitada ¢
determinada, de preferéncia, por meio de um método imunoldgico, por
exemplo, por meio de ELISA ou determinagdo da resposta CTL. A eficacia de
referido tratamento € determinada, por exemplo, por meio de monitora¢do do
desenvolvimento especifico das aberragGes objetivadas.
Exemplo 9
Imunogenicidade de vacinas meningococicas de proteina de membrana
exterior de sorogrupo B adjuvantadas com estrutura beta cruzada

Imunizagdo de camundongos com uma vacina de PprA
trivalente contra Neisseria meningitidis
Objetivo

Determinar se antigeno de PorA com conformagédo de proteina
com dobramento incorreto similar a amil6ide elicita titulagdes de anticorpos.
Analisou-se soros de camundongo para determinar titulagdes de anticorpos
totais e titulagdes de anticorpos bactericidas contra PorA a partir de trés
diferentes cepas de Neisseria meningitidis, apos duas vacinagdes com PorA
adjuvantada com alume, PorA nativa, placebo (tamponador para inje¢do), ou
duas preparagdes de PorA com, respectivamente, PorA com dobramento
incorreto a 25 % ou 75 % com propriedades similares a amil6ide (adjuvantado

com estrutura beta cruzada).
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MATERIAIS E METODOS
Preparacio de vacinas

Solu¢do de antigeno de PorA foi obtida do Dr. G. Kersten e
Dr. G. van den Dobbelsteen do The Netherlands Vaccine Institute (NVI,
Bilthoven, Paises Baixos). PorA em vesiculas de membrana exterior (OMV,
outer membrane vesicles) bacterianas foi preparada substancialmente como
descrito (). Concentragéio de proteina na solugio de OMV foi determinada
usando-se técnicas convencionais. O teor de PorA foi determinado por meio
de analise densitométrica de um gel de poliacrilamida manchado com
Coomassie apds eletroforese em gel da preparagdo de PorA, e foi de 400
ug/ml. O tamponador de PorA consiste de 10 mM de Tris, 3 % de sacarose,
pH 7.4. Para fins de preparagdo de vacina, preparou-se 10x tamponador de
PorA (30 % peso/peso de sucrose, 100 mM de Tris pH 7,4, esterilizado
através de filtro de 0,45 um). As OMV usadas para os estudos foram obtidas
de uma cepa trivalente expressando trés subtipos séricos de PorA, i.e. P1,5-
2,10, P1,12-1,13 e P1,7-2,4. Alume adjuvante (Adju-Phos, Brenntag, 2 % de
AIPO,, 0,44 % de Al’*, batelada 8981) foi fornecido pela NVI, e também
tamponador de PorA simples. Estas solugdes de consumo estéreis foram
armazenadas a 4°C.
Introducio de conformac¢io de proteina com dobramento incorreto
similar a amiléide em proteinas

Para a preparagdo de PorA com dobramento incorreto similar a
amiloide usou-se os trés métodos a seguir.
Método do dobramento incorreto I: desnaturagdo com calor por meio de
ciclizagdo térmica

Um mg de OVA de frango purificada (Sigma; numero de
catilogo A5503) em 875 pl de tamponador de PorA e 125 pl de solugdo de
consumo de PorA ([PorA] = 50 pg/ml; [OVA] = 1 mg/ml) foi aquecido

durante cinco ciclos em recipientes de PCR em um ciclizador térmico PTC-



10

15

20

25

61

200 (MJ Research, Inc., Waltham, MA, E.U.A.). Em cada ciclo, solugéo de
proteina foi aquecida de 30°C a 85°C a uma taxa de 5°C/min. Solugdes de
proteina desnaturadas com calor foram armazenadas a -80°C.
Método do dobramento incorreto II: acoplamento de Por4 a ovalbumina

Para acoplamento de PorA a OVA usando N-etil-N'-
(dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC, estoque é de 400 mM) e N-
hidroxisuccinimida (NHS, estoque é de 100 mM), compostos e proteina foram
misturados em tamponador MES (0,02 % (m/v) NaN3;, 100 mM de MES, 150
mM de NaCl, pH 4,7; diluido de um estoque de 10x tamponador de MES). De
maneira resumida, adicionou-se 200 pl de 10x tamponador de MES a 250 ul
de estoque de EDC e 350 ul de H,O (solugdo 1). OVA (0,2 mg) foi dissolvida
em 100 pl de solugdo de consumo de PorA. Oitenta pl de solugdo 1 foram
adicionados a esta solugdo de PorA/OVA; entdo adicionou-se 20 ul das
solugdes de consumo de NHS. As misturas foram incubadas durante 2 h a
temperatura ambiente em um dispositivo de rolamento, e subseqiientemente
adicionou-se 800 ul de PBS antes de didlise extensiva contra PBS a 4°C
([PorA] = 40 pg/ml; [OVA] = 1 mg/ml). Na solugdo com conjugados de
PorA-OVA foram visiveis pequenas particulas. A solugdo de conjugado foi
aquecida subseqiientemente durante cinco ciclos térmicos como descrito
acima. O conjugado foi armazenado a -80°C.
Método do dobramento incorreto III: acoplamento de polipeptidio-A a
polipeptidio-B por meio de ativagdo de glutaraldeido/NaBU4

Para acoplamento de PorA a OVA, ambas as proteinas foram
ativadas com glutaraldeido e boroidreto de sddio e misturadas. Para este fim
dissolveu-se 100 pg de OVA em 250 pl de solugdo de consumo de PorA e
adicionou-se 250 pl de tamponador de PorA. Soluggo de glutaraldeido (25 %
(v/v) em H,0, Merck, Hohenbrunn, Alemanha, 8.20603.1000 (UN2927,
t6xico), lote S4503603 549), pré-diluida a uma solugdo de consumo 100x a 4

% em H,O foi adicionada a uma concentragio final de 0,04 %. Apos agitagdo
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com vortice e uma incubagio de 2 minutos a temperatura ambiente,
adicionou-se 5 pl de uma solugdo de consumo de 100x NaBH; 120 mM
(aprox. 98 %, Sigma, St. Louis, MO, E.U.A., S9125, lote 53H3475) a uma
concentracdo final de 1,2 mM. A solugdo foi submetida a agitagdo suficiente
para se obter um vortice e incubada durante 42 h & temperatura ambiente em
um dispositivo de rolamento. Durante esta incubagdo tornaram-se visiveis
pequenas particulas flotantes. Em seguida, a solugdo foi dialisada
extensivamente contra PBS. A solugdo de conjugado foi aquecida
subseqiientemente durante cinco ciclos térmicos como descrito acima. As
concentragdes finais de PorA e OVA foram de 200 pg/ml em PBS.
Anilise da presenca de proteina com dobramento incorreto similar a
amildide com estrutura beta cruzada em solucdes de PorA
Fluorescéncia de Tioflavina T

Para determinar o incremento da fluorescéncia do corante
Tioflavina T (ThT, Thiflavin T) que € especifico para amildide, por meio de
preparagdes de PorA, adicionou-se 90 pl de 25 uM de solugdo de ThT em 50
mM de tamponador de glicina (pH 9,0) a 10 pl de amostra em pogos
duplicatas de placas pretas de 96 pogos. Usou-se amildide-f (AP) a uma
concentragdo de estoque de 1 mg/ml como um controle positivo.
Fluorescéncia de duplicatas foi medida em um equipamento Thermo
Fluoroskan Ascent 2,5, com comprimentos de onda de 435 nm de excitagéo e
485 nm de emissdo. Em um ensaio, PorA e PorA com dobramento incorreto
de acordo com métodos de dobramento incorreto I-III foram testadas com
solugdes de consumo de PorA diluidas 400 vezes. Em um segundo ensaio, as
cinco solugdes de vacina (a-e) foram testadas a uma dilui¢do de 20 vezes.
Ativador de plasminogénio de tipo tissular — ensaio de ativagdo de
plasminogénio

Ativador de plasminogénio de tipo tissular (tPA, tissue-type

plasminogen activator) liga-se e € ativado por meio de proteina com
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dobramento incorreto similar a amildide. A ativagdo de tPA resulta na
conversio de seu substrato plasminogénio a plasmina, que pode ser
acompanhado ao longo do tempo usando-se um substrato de plasmina
cromogénio. O ensaio foi realizado em placas de 96 pogos (placas de ELISA
Costar 2595). As concentragdes de tPA- (Actilyse, Boehringer-Ingelheim) e
plasminogénio (Plg, purificado de plasma humano) concentragdes foram de
400 pM e 0,2 pM, respectivamente. Substrato ‘cromogénico S-2251
(Chromogenix, Milano, Italia), a 0,5 mM, foi usado para medir atividade de
Plm. Tamponador de ensaio foi HBS (10 mM de HEPES, 4 mM de KCl, 137
mM de NaCl, pH 7,3). Controle negativo foi de H,O, controle positivo foi de
20 pg/ml y-globulinas com dobramento incorreto similar a amildide
dissolvido em H,0O. Em um ensaio, PorA e PorA com dobramento incorreto
de acordo com métodos de dobramento incorreto [-III foram testados com
solugdes de consumo de PorA diluidas 400 vezes. Em um segundo ensaio, as
cinco solugdes de vacina (a-e) foram testadas a uma dilui¢do de 20 vezes.
Amostras foram testadas em pogos duplicados, completados com um pogo de
controle negativo em que ndo se adicionou tPA. O volume de ensaio total foi
de 50 pl. Realizou-se leituras cinéticas com um espectrofotometro
(Spectramax) a 405 nm, € foram efetuadas de minuto em minuto durante 3 h, a
37°C, com agitagdo antes de cada leitura.
Montagem experimental de imunizacio

BalB/CAnNHSd fémeas com de 7 a 9 semanas de vida
(BalB/C, Harlan) foram alojados em gaiolas filtertop em cinco grupos de
cinco camundongos por grupo (Instalagdo Animal Gemeenschappelijk
Dierenlaboratorium',  Utrecht  University, Paises  Baixos). = Apos
aproximadamente uma semana de ajuste ao ambiente, retirou-se sangue para
coletar soro pré-imune (dia -3). No dia 0 e dia 28, cada camundongo recebeu
uma vacinagdo injetada subcutaneamente com um volume de 300 ul de

acordo com o esquema a seguir:
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grupoa  vacina de PorA adjuvantada com alume (controle positivo)

grupob  PorA ndo-adjuvantado (amostras de referéncia)

grupo ¢ tamponador de PorA (placebo)

grupod PorA ndo-adjuvantado a 75 %, PorA com dobramento
incorreto a 25 % (Item de teste 1)

grupoe  PorA ndo-adjuvantado a 25 %, PorA com dobramento
incorreto a 75 % (Item de teste 2)

Soros foram recolhidos no dia 7, 14, 21, 28, 35 e 42 ¢
armazenados a -20°C. A dose de PorA foi de 3 pg para cada animal. Vacinas
(aproximadamente 6 doses) foram preparadas como a seguir:

-> Grupo a: 1. 50 pul de estoque de PorA, 2. 200 pl de
tamponador 10x, 3. 50 pl de estoque de alume, 4. 1,7 ml de H,O, 5. 30
minutos no dispositivo de rolamento a temperatura ambiente.

-> Grupo b: 1. 50 pl de estoque de PorA, 2. 1950 ul de
tamponador 1x de PorA.

-> Grupo c: tamponador 1x de PorA.

-> Grupo d: 1. 37,5 pl de estoque de PorA, 2. 50 ul de (PorA +
OVA) desnaturado com calor em PBS (Método do dobramento incorreto I), 3.
50 pul de EDC/NHS acoplado (PorA + OVA), 307 pug/ml em PBS (Método do
dobramento incorreto II), 4. 20 pl de NaBH,/glutaraldeido desnaturado com
calor copulado (PorA-OVA) em PBS (Método do dobramento incorreto III),
5. 1813 pl de tamponador 1x de PorA.

-> Grupo e: 1. 12,5 pl de estoque de PorA, 2. 150 pl de (PorA
+ OVA) desnaturado com calor (Método do dobramento incorreto I), 3. 150
ul de EDC/NHS acoplada (PorA + OVA), 307 pg/ml em PBS (Método do
dobramento incorreto II), 4. 60 pl de NaBHU/glutaraldeido desnaturado com
calor acoplado (PorA-OVA) em PBS (Método do dobramento incorreto III),
5. 1628 ul de tamponador 1x de PorA.

ELISA de anticorpo anti-PorA

Titulagdes de IgG especificas para PorA foram determinadas

por meio do uso de montagens ELISA convencionais com cada um dos trés

diferentes subtipos de PorA, ou com a solugdo de PorA trivalente aplicada
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revestindo os pogos. Resumidamente, para o ELISA com os trés subtipos
separados de PorA, placas de microtitulagdo de 96 pogos de fundo plano
(Immulon 2, Nunc, Roskilde, Dinamarca) foram revestidas de um dia para o
outro a temperatura ambiente com vesiculas de membrana exterior (OMVs,
outer membrane vesicles) compreendendo um dos trés subtipos de PorA de
cepas de Neisseria, respectivamente P1.5-2,10, P1.12-1,13 e P1.7-2,4 (3
pg/ml). Controle negativo consistia de OMVs revestidas sem PorA. Apos
incubagdo de um dia para o outro, as placas foram lavadas trés vezes com
uma solu¢do de Tween 80 a 0,03 % em agua potavel. As placas foram entdo
incubadas durante 80 minutos a 37°C com diluigdes triplas das amostras de
soro de cada camundongo individual, recolhidas no dia -3 (pré-imune), 14, 28
(segunda vacinagdo) e 42, em PBS contendo 0,05 % de Tween 80. A dilui¢do
inicial foi de 100 vezes. Apds incubagéo, as placas foram lavadas trés vezes
com 0,03 % de Tween 80 em agua potavel. Niveis de IgG especificos para
PorA foram medidos com o uso de conjugado de peroxidase de rabanete - IgG
anti-camundongo de cabra (Southern Biotechnology Associated Inc.,
Birmingham, ALA, E.U.A.) O conjugado foi diluido a 1:5000 em PBS
contendo 0,05 % de Tween 80 e 0,5 % de leite em pd desnatado (Protifar;
Nutricia, Zoetermeer, Paises Baixos), e adicionou-se 100 pl nos pogos. As
placas foram entfo lavadas trés vezes com 0,03 % de Tween 80 em 4gua
potavel e uma vez com agua potavel apenas. Adicionou-se um substrato de
peroxidase (100 ul de 3,3'5,5'-tetrametilbenzidina com 0,01 % de H,O, em
110 mM de tamponador de acetato de sodio (pH 5,5) em cada pogo, € as
placas foram entdo incubadas durante 10 minutos a temperatura ambiente. A
reagdo foi interrompida adicionando-se 100 pl de 2 M H,SO, em cada pogo.
As titulagdes de anticorpos IgG foram expressas como o log; da diluig¢do de
soro que da 50 % da densidade optica maxima a 450 nm. Quando ndo se
obteve mais sinal com o soro diluido inicialmente 100 vezes, a titulagdo foi

ajustada arbitrariamente em 50. Os ELISAs s8o realizados no NVI (Dr G. van
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den Dobbelsteen).

Para a determinacdo de titulagdo de anticorpos anti-PorA
trivalente, 5 pg/ml de PorA trivalente foi introduzido revestindo pogos de
Placas Microlon de alta ligagdo (Greiner). Apds bloqueio com Reagente de
Bloqueio (Roche), pogos foram recobertos com diluigdes seriais de soros que
foram coletados no dia 21 e que foram combinados para cada grupo de
camundongos de a até e. Tamponador de diluigdo foi PBS/0,1 % Tween20. A
ligacdo de anticorpos de camundongo foi detectada usando-se RAMPO a
1:3000, e uma mancha com TMB/H,SO, Absorbancia foi lida a 450 nm.
Ensaio bactericida em soro

O ensaio bactericida em soro (SBA, serum bactericidal assay)
com soros de camundongo apds imunizagdo com PorA da cepa trivalente (1.
P1.5-2,10; 2. P1.12-1,13; 3. P1.7-2,4) foi realizado apds duas imunizagdes,
com soros coletados no dia 28 (segunda vacinagdo) e dia 42, como descrito
acima. Em resumo, soros foram diluidos a 1:10 em Solug&o salina balanceada
de Grey contendo 0,5 % de albumina de soro bovino e complemento
inativado (30 minutos, 56°C), e adicionou-se diluigdes seriais em placas de 96
pogos. Bactérias sfo desenvolvidas em caldo de Mueller-Hinton
(aproximadamente 80 minutos, 37°C) até uma densidade optica a 620 nm
atingisse de 0,220 a 0,240, diluidas em GBSS contendo 0,5 % albumina de
soro bovino, e adicionadas nos pogos (concentragéo total, 10* CFU/ml). Cada
preparagdo foi incubada durante 20 minutos & temperatura ambiente.
Adicionou-se Complemento de coelho bebé (80 %), plaqueou-se amostras de
momento zero, e as placas de 96 pogos foram incubadas a 37°C durante 60
minutos. A titulagdo de SBA foi calculada determinando-se a log, reciproca
da diluicdo de soro que resultou em >90 % de eliminagdo com base na
concentragdo nas amostras de momento zero. Quando ndo se obteve mais
sinal com o soro diluido inicialmente 10 vezes, a titulagdo foi ajustada

arbitrariamente em 5. Determinages de titulagdo de SBA foram realizadas no
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NVI (Dr G. van den Dobbelsteen).
Estatisticas

A titulagdo de IgG é expressa como o valor log; da titulagdo
geométrica média (GMT, geometric mean titer) obtida para cada grupo de
camundongos mais o erro padrdo da média. A titulagdo de SBA € expressa
como o valor médio de log, obtido para cada grupo de camundongos.
Experimentos foram realizados em duplicata. Diferengas entre titulagdes
foram consideradas significativas a valores P de <0,05, como determinado
pelo teste t de Student.
Resultados
Analise da presen¢ga de PorA com dobramento incorreto com
conformacio de proteina com dobramento incorreto similar a amildide
compreendendo estrutura beta cruzada

PorA trivalente obtida do NVI foi desnaturada de acordo com
trés métodos: desnatura¢do com calor ciclico na presenga de OVA (Método I),
desnaturagio com calor ciclico de PorA conjugado a OVA usando
acoplamento de EDC/NHS (Método II) e desnaturagdo com calor ciclico de
PorA conjugada a OVA usando acoplamento de glutaraldeido/NaBH,
(Método III). A presenga de conformacgdo de proteina com dobramento
incorreto similar a amildide foi determinada usando-se dois ensaios
diferentes. Avaliou-se o incremento da fluorescéncia do corante ThT
especifico para amildide foi avaliado (Figura 6A, C), e determinou-se o
incremento de atividade de tPA, que é uma serina protease que se liga a, e €
ativada por, proteinas compreendendo conformagdo de proteina com
dobramento incorreto similar a amildide (Figura 6B, D). Na Figura 6A ¢ B
observa-se que todas as solugdes de consumo de PorA a diluigdo de 400 vezes
compreendem estrutura beta cruzada. Apds formulagdo das vacinas de a até e,
vacina de controle adjuvantada com alume e 75 % de vacina de PorA

adjuvantada com beta cruzado testou positiva para a presenga de proteina com
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dobramento incorreto similar a amildide no ensaio de ativagéo de tPA (Figura
6D). Com base na andlise de fluorescéncia de ThT (Figura 6C), contudo,
aquela testou negativa para PorA adjuvantada com alume, nés concluimos
que a ativagdo incrementada de tPA observada com PorA adjuvantada com
alume devida ao dobramento incorreto no-ensaio de tPA/plasminogénio na
superficie de alume precipita, resultando em subseqiiente ligagdo de tPA e
ativagdo. Concluindo, material de partida PorA e PorA com dobramento
incorreto compreende estrutura beta cruzada similar a amildide.

SBA e ELISA de anticorpo anti-PorA

Os resultados de determinages de titulagdes de anticorpo anti-
PorA usando o antigeno de PorA trivalente, ou os trés subtipos separados de
PorA como o antigeno, sdo ilustrados nas Tabelas 4-18 e Figura 7A e B.
Titulagdes totais anticorpo anti-PorA trivalente em soros combinados
coletados no dia 21 sdo mostradas na Figura 7A. Esta claro que soros
combinados de grupos de camundongos a, b, d, e, que receberam (todos)
vacina com antigeno de PorA, apresentam titulagdes totais de anticorpo anti-
PorA similares, sendo que grupo ¢ (tamponador/placebo) e soro pré-imune
testaram negativos quanto a presen¢a de anticorpos anti-PorA. Quando se
avaliou titulagdes contra cada um dos trés subtipos de PorA, observa-se
diferencas entre camundongos dentro de grupos com relagdo aos valores de
titulagdo. O grupo de placebo c testou negativo para todos os camundongos, e
também o soro pré-imune. Dentro de cada um dos grupos que receberam
vacina de PorA, um ou mais camundongos ndo elicitaram titulagées de modo
algum. N3o se observa diferengas entre os grupos a, b, d e e.

Na Figura 7C e Tabelas 19-23, mostra-se resultados das
determinagdes de titulagdo de SBA com cada um dos trés subtipos de PorA.
Como com o ELISA de antigeno, quando se avaliar as titulagdes por SBA
contra cada um dos trés subtipos de PorA, observa-se diferengas entre

camundongos dentro dos grupos com relagdo a seus valores de titulagdo. O
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grupo de placebo c testou negativo para todos os camundongos. Dentro de
cada um dos grupos que receberam vacina de PorA, um ou mais
camundongos ndo elicitou titulagdes de modo algum. N&o se observou
diferengas entre grupos a, b, d e e.

Na Tabela 24, titulages de anticorpo de subtipo anti-PorA e
titulagdes de SBA especificas para subtipo sio comparadas para cada
camundongo. Est4 claro que titulagbes observadas no SBA para camundongo
3/grupo a/subtipo P1.7-2,4, camundongo 1/b/P1.12-1,13, camundongo
4/b/P1.7- 2,4 e camundongo 3/d/P1.5-2,10 sdo acompanhadas da auséncia de
uma titulagio conforme determinado no ELISA de antigeno. O oposto,
significando uma titulagio observada no ELISA de antigeno sem titulag&o no
SBA, ¢ observada em camundongos 4/a/P1.7-2,10, 2/b/P1.7-2,10, 2/d/P1.5-
2,10, 1/e/P1.5-2,10 e 4/e/P1.7-2,4. Isto mostra claramente uma das
dificuldades que surge quando se desenvolve vacinas de subunidade de
Neisseria meningitidis. Um resultado positivo em um ensaio ndo tem valor
preditivo consistente para o resultado esperado no segundo ensaio. Diferengas
em epitopos para os anticorpos elicitados e/ou afinidade/avidez dos anticorpos
elicitados s3o a base desta discrepancia. Adicionalmente, pode-se observar
claramente que camundongos ndo elicitam titulagdes de anticorpos relevantes
contra todos os trés subtipos de PorA. Na maior parte dos casos, desenvolve-
se titulagdes contra um ou dois subtipos de PorA. A imunogenicidade relativa
dos trés subtipos de PorA (P1.5-2, 10 » P1.12-2, 4 ~ P1.7-2,4) ¢ refletida no
numero de camundongos que desenvolveram titulagdes contra os dois
subtipos menos imunogénicos, quando comparado com o subtipo mais
imunogénico P1.5-2,10. Quando se compara PorA ndo-adjuvantado e PorA
adjuvantada convencional com alume com vacina de beta cruzado-PorA
adjuvantada, ndo se observa diferengas com relagdo a numeros de
camundongos que desenvolveram anticorpos, nem se observa diferengas com

relacdo ao subtipo a que titulagdes sdo elicitadas, nem se observa diferengas
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com relagdo ao poder preditivo do ELISA para antigeno quando se considera
a titulagdo de SBA acompanhada. Assim, concluindo, no primeiro teste a
elicitar anticorpos bactericidas contra PorA esta provado que a tecnologia de
Adjuvagdo-através-de-estrutura beta cruzada proporciona vacinas potentes
como PorA adjuvantada com alume usado convencionalmente. A tecnologia
Adjuvagdo-através-de-estrutura beta cruzada proporciona varios meios para o
melhoramento das vacinas correntemente disponiveis de subtipo de PorA
multivalentes de Neisseria meningitidis. Por exemplo, agora usa-se menos
material para elicitar titulagdes protetoras. Mais importante, quando se
considera subtipos menos imunogénicos, obtém-se melhoramento da
imunogenicidade protetora efetiva por meio do uso de tecnologia de
Adjuvagio-através-de-estrutura beta cruzada especificamente para estes
subtipos problematicos. Apos aplicagdo da tecnologia de Adjuvagéo-através-
de-estrutura beta cruzada, o subtipo com estrutura beta cruzada 6tima, com
relagdo ao potencial de elicitar anticorpos protetores, ¢ administrado, por
exemplo, em uma vacina de subunidade multivalente. Alternativamente, a
tecnologia é aplicada em uma vacina de subunidade multivalente completa.
Ligagdo de subtipos de PorA com baixa intensidade imunogénica para outra
proteina que compreende uma potente estrutura beta cruzada imunogénica
incrementa o desenvolvimento de anticorpos desejados. Adicionalmente,
quando se aplica, além de PorA, uma proteina com estrutura beta cruzada com
potente intensidade imunogénica em uma vacina multivalente, titulagdes de
antigeno com relagdo a proteina ndo-relacionada proporcionam uma
ferramenta preditiva com relagdo ao presenga de anticorpos bactericidas.
Finalmente, hoje em dia usa-se alume como o adjuvante de
escol em formula¢des de vacinas de PorA. Quando a tecnologia de
Adjuvagio-através-de-estrutura beta cruzada é aplicada no desenvolvimento
de vacinas, p. ex. no desenvolvimento de vacinas de PorA, ndo € mais

necessario implicar um adjuvante diferente de uma molécula proteinacea
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compreendendo estrutura beta cruzada, p. ex. alume, para formulagdo de
vacina de PorA, na formulagdo final. Evidentemente, em outras ocasides
reduz-se a quantidade de adjuvantes correntemente usados, ao invés de
completamente omitida, que também ¢ benéfica com relagdo, entre outras
coisas, a questdes de seguranga, reducdo de custo, facilidade de uso, e
estabilidade.
Exemplo 10
Imuniza¢io de camundongos com um antigeno humano compreendendo
estrutura beta cruzada elicita titulacbes de anticorpos contra antigeno
humano nio-tratado e quebra a tolerincia nos camundongos
B2-glicoproteina I humana, o auto-antigeno na doenga auto-
imune Sindrome Antifosfolipideo, com estrutura beta cruzada induz uma
titulagdo contra auto- B2-glicoproteina I em camundongos

Materiais e Métodos

Imunizac¢des com B2-Glicoproteina I com dobramento incorreto
Soluc¢des de consumo

Solugdo de consumo de B2-Glicoproteina I humana; 800 pg/ml
em 1x Solugdo salina tamponada com Tris, pH 7,2 (1x TBS). Vesiculas de
cardiolipina foram preparadas de uma soluggo lamelar de cardiolipina (Sigma;
C-1649) de acordo com um protocolo por Subang et al.(*). Duzentos pl de
cardiolipina foram colocados em um tubo de vidro e etanol foi evaporado com
um fluxo constante de N,. A cardiolipina secada foi reconstituida em 104 pl
de 1x TBS e submetida cuidadosamente a agitagdo suficiente para se obter um
vértice. A solugdo resultante continha 10 mg/ml (7,14 mM) de vesiculas de
cardiolipina. Esta solu¢do poderia ser armazenada durante 14 dias a 4°C,
maximamente. Todas as dilui¢bes foram em TBS e, apds armazenamento, a
solugdio foi submetida a agitagdo suficiente para se obter um voértice antes do
uso.

Modificacdes: preparacio de alquila-B2gpi



10

15

20

25

72

B2-GPI foi reduzida e alquilada como a seguir. Seiscentos e
quarenta pl de estoque de $2-GPI foram misturados com 640 pl de uréia 8 M
(solugdo resfriada) em 0,1 M de Tris pH 8,2. A solugdo foi desgaseificada
com gas de N, durante aproximadamente 6 minutos. Adicionou-se a solugio
12,8 ul de estoque de DTT 1 M, isto foi misturado e incubado durante 3 horas
a temperatura ambiente. Preparou-se 1 M de iodoacetamida (Sigma; 1-6125),
de que 25,6 pl foram adicionados & mistura de reagdo B,GPI. A solugdo foi
dialisada subseqiientemente contra PBS. Dobramento incorreto da resultante
alquila-B,GPI foi determinada medindo-se o incremento da fluorescéncia de
ThT e por meio da maior capacidade de ativar tPA/plasminogénio, resultando
em plasmina no ensaio cromogénico. O ensaio cromogénico foi realizado com
400 pM de tPA, 20 pg/ml de plasminogénio. Sinais obtidos com alquila-
B,GPI foram comparados com aqueles obtidos com material de partida de
B,GPI nativa.
Imunizacdes de camundongos com f2GPI nativa, alquila-B2gpi e
cardiolipina-B2gpi

Balb/C AnNHSd fémeas (BalB/C, Harlan) com de 7 a 9
semanas de vida foram alojados em gaiolas filtertop em grupos de 5
camundongos por grupo. Apds aproximadamente um semana de ajuste ao
ambiente, coletou-se soros pré-imunes. No inicio da primeira semana,
camundongos receberam, ou 100 pl de plasma (150 pg/ml) B2- Glicoproteina
I, 100 pl de alquil- B2-Glicoproteina I (150 pg/ml) ou 100 pl de uma mistura
de 150 pg/ml de B2-Glicoproteina I com 9,33 pM de cardiolipina (CL-B,GPI).
Esta ultima amostra foi preparada por meio de pré-incubagdo de 400 pg/ml de
B2-GPI com 25 pM de vesiculas de cardiolipina durante pelo menos 10
minutos 4 temperatura ambiente apds misturagdo da amostra por meio de
pipetagdo; em seguida, amostras foram diluidas a 150 pg/ml. A presenca de
B2GPI com dobramento incorreto na preparagdo de CL-B,GPI foi determinada

medindo-se o incremento da fluorescéncia de ThT e o potencial incrementado
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de estimular ativagio de tPA/plasminogénio. Todas as diluigdes foram
preparadas recentemente em TBS e mantidas sobre gelo. Inje¢des foram
administradas intravenosamente nas veias caudais dos camundongos e dadas
as segundas-feiras e sextas-feiras da primeira e terceira semana. Sangue foi
coletado trés dias antes do inicio do estudo, e as quartas-feiras da semana 2 e
4 por meio de pun¢do da veia safena. Sangue foi coletado em tubos
Easycollect, com ativador de coagulagdo do soro Z. Soros foram preparados
por meio de centrifugagdo em uma centrifuga de mesa, com um didmetro do
rotor de 7 cm, a 3800 rpm durante 10 minutos (inicio e parada lentos) e
armazenada a -20°C até analise posterior.
Determinacdes de titulacio

Soros foram analisados quanto a anticorpos contra B,GPI
nativa ndo-modificada (revestida). Placas de 96 pogos Microlon com alta
ligacdo (Greiner, Alphen aan den Rijn, Paises Baixos) foram revestidas com
50 ul de B,GPI nativa (5 pg/ml em 100 mM de NaHCO;, pH 9,6, 0,05 %
NaNj;) por pogo durante 1 hora. Em seguida, os pogos foram drenados e
lavados duas vezes com 300 pl de solugdo salina tamponada com fosfato
(PBS), contendo 0,1 % de Tween20 (PBST). Apds lavagem, pogos foram
bloqueados por meio de incubagdo com 200 ul de Reagente de Bloqueio
(Roche, Almere, Paises Baixos) em PBS durante 1 hora. Os pogos foram
drenados e lavados duas vezes com 300 pl de PBST. Titulagdes de anticorpos
foram determinadas adicionando-se soros combinados de cada grupo
experimental (n=5) em diluigdes seriais triplas (partindo de 1:30, 50 ul/pogo)
nas placas cobertas com B,GPI humana nativa. As placas foram lavadas
quatro vezes com 300 pl de PBST. Anticorpos anti-camundongo de coelho
conjugado com peroxidase (RAMPO), diluido a 1:3000 em PBST, foram
adicionados nos pogos e incubados durante 1 hora. Placas foram drenadas e
lavadas quatro vezes com 300 pl de PBST e duas vezes com 300 ul de PBS.

As placas foram entdo manchado durante aproximadamente 5 minutos usando
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100 pl/pogo de substrato de TMB (Biosource Europe, Nivelles, Bélgica), a
reacéo foi interrompida com 50 pl/pogo de H,SO,4 2M e efetuou-se a leitura a
450 nm em uma leitora de microplacas Spectramax340. Os valores de
absorbancia foram plotados contra a diluigdo log. Curvas foram adequadas
com uma curva sigmoidal (GraphPad Prism versdo 4.02 para Windows,
Graphpad Software, CA, E.U.A.). Para comparagdo, a dilui¢do que deu uma
absorbancia residual apods subtragdo de fundo de 0,1 foi tomada
arbitrariamente como a titulagdo dos varios soros.

Em uma abordagem de ELISA similar, avaliou-se a ligagdo de
soros diluidos 100 vezes ap6s imunizag¢do com f2GPI humana nativa, alquila-
B,GPI, CL-B,GPI e soro pré- imune sobre 3,GPI murina imobilizada. Desta
maneira, determina-se se as imunizagdes de camundongos com ,GPI humana
elicitam uma resposta auto-imune humoral contra 3,GPI murina.

Resultados
Imuniza¢io de camundongos com B2GPI com dobramento incorreto
adjuvantada com beta cruzada sem o uso de um adjuvante convencional

Exposi¢do de B2GPI humana nativa a cardiolipina, ou
alquilagdo de radicais cisteina em B,GPI induz conformagdo de proteina
similar a amiloide (Figura 8A, B).

Imunizagio de camundongos que receberam quatro injegdes de
15 pg de antigeno/animal, revelou que alquila-B,GPI e CL-B,GPI elicitou
respostas imunes humorais muito maiores do que B,GPI nativa (Figura 8C,
D). Isto mostra que adjuvagdo beta cruzada unicamente por meio de
dobramento incorreto de PB,GPI acompanhado do aparecimento de
caracteristicas similares a amiloide, confere-lhe potencial imunogénico mais
elevado. Quando titulagdes de anticorpos contra auto-f,GPI de camundongo
foram avaliadas apds imunizagGes com $2GPI humana nativa, alquila-B,GPI e
CL-B,GPI, observou-se claramente que, além do incremento de titulagdes de

anticorpos que se ligam a B,GPI humana nativa, também titulagbes auto-
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imunes de anticorpos contra B,GPI murina foram incrementadas quando
estrutura similar a amiloide esta presente em ,GPI humana (Figura 8E). Isto
proporciona evidéncia adicional para a compreensdo de que propriedades
similares a amildide de proteinas sdo um disparador para imunogenicidade,
levando & eliminagdo. Estrutura beta cruzada é parte de um mecanismo de
defesa dentro da Via Beta Cruzada para eliminagdo de proteinas obsoletas.
Adicionalmente, mostrou-se que a tolerancia néo € um aspecto decisivo para
verificar se uma resposta imune humoral ocorrera ou néo. E a natureza similar
a amil6ide do antigeno que determina se a porgdo € considerada perigosa para
o individuo ou nio, e, portanto, se a exposi¢do do individuo a porgéo similar a
amiléide deveria ser conquistada adequadamente. Nossos dados mostram que,
se a seqiiéncia de amino4cidos subjacente é de auto-origem ou ndo € de auto-
origem, ndo constitui um pardmetro decisivo primario. Novas abordagens de
vacinacdo tornaram-se possiveis com relagdo ao desenvolvimento de vacinas
contra auto-antigenos que desempenham um papel em doengas que néo
infecgdes, por exemplo, para indugdo de anticorpos a LHRH para
imunocastra¢do de javalis, ou para uso na prevengdo da doenga de enxerto
versus hospedeiro (GvH) e/ou rejei¢des de transplante.

ExemploS 11-14

Materiais ¢ métodos para ensaios de imunizagio com E2, CL3, HS, H7
Clonagem, expressio e purificacio de antigenos
Hemaglutinina-5 da gripe avidria

cDNA de hemaglutinina-5 (H5 ou HAS5) da cepa viral
A/Vietnam/1203/2004 foi um gentil presente do Dr. L. Cornelissen (ID-
Lelystad, Paises Baixos). DNA foi amplificado usando-se iniciadores CAI
127 e 129 e foi fornecido em um plasmidio. Na instalagdo de expressdo de
ABC (R. Romijn e W. Hemrika, Universidade de Utrecht, Paises Baixos),
cDNA de H5 foi amplificado ainda mais usando-se iniciadores 5' ggatcc

gatcagatttgcattggttacc 3' e 5'gcggecgcecagtatttggtaagtteecat 3'. O fragmento de
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PCR foi ligado no vetor pCR4-TOPO. Analise de seqiiéncias foi realizada na
Baseclear (Leiden, Paises Baixos). A seqiiéncia de H5 do clone 709-5
continha duas mutagdes silentes (ver Seqiiéncia ID 1; negrito/sublinhado, a-
>g e t->a). O fragmento de DNA de H5 foi digerido BamHI e Notl, purificado
e ligado em pABC-CMV-dE-dH-sub-optimal_sp-Flag3C-hisC_(pUC) (ver
Seqiiéncia ID 2; seqiiéncia sinal sub-Otima sublinhada/italico, marcador
FLAG — marcador His negrito/sublinhado) e marcadores de expressdo
pABC-CMV-dE-dH-Cistatina_sp-Flag3C- hisC_(pUC) (ABC -instalagdo de
expressdo). Desta maneira, HS é expressa com um marcador FLAG carboxi-
terminal — marcador His.
Expressdo e purificagcdo de H5

Para expressdo de proteina HS5-FLAG-His, uma cultura de 2
litros de HEK293E (rim embrionario humano) células de suspensdo foram
transfectadas transientemente com vetor de expressdo usando-se polietileno-
imina. Células transfectadas foram desenvolvidas durante de 5 a 6 dias. Para
purificagdo de H5 secretada no meio de cultura de células, as células foram
pelotizadas e o sobrenadante foi concentrado usando-se um concentrador
Quixstand (AJG Technology Corp.), usando-se um filtro com corte de 10 kDa
(GE Healthcare).

Realizou-se uma etapa de dialise no mesmo concentrador, € as
proteinas foram dialisadas contra PBS/IM de NaCl. O meio concentrado e
dialisado foi filtrado (0,45 um, Millipore) e incubado com pérolas Ni-
Sepharose Fast Flow (GE-Healthcare 17-5318-02) na presenga de 7,5 mM de
imidazol, durante 3 h a temperatura ambiente sob movimento constante. Uma
coluna foi enchida com pérolas e as proteinas foram extraidas incrementando-
se a concentragdo de imidazol. A purificagdo foi realizada em um AKTA
Explorer (Pharmacia). Fragdes com H5 foram combinadas e novamente
carregadas nas pérolas de Ni-Sepharose para purificagdo adicional. Fra¢des

com HS5 foram combinadas e dialisadas contra PBS e, subseqlientemente,
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determinou-se a concentra¢do de H5 usando-se um kit de Reagente de Ensaio
de Proteina BCA convencional (Pierce No. 23225). O peso molecular da H5 ¢
de aproximadamente 75 kDa. Solugdo de HS combinada (236 pg/ml) foi
fracionada e armazenada a -80°C (lote 1 CS210406). Uma segunda batelada
de proteina de HS (lote 2 fragdo X 250506CS) apresentou uma concentragio
de 140 pg/ml em PBS.
H7 de gripe aviaria

CDNA de H7 da cepa viral A/frango/Netherlands/621557/03
foi um gentil presente do Dr. L. Cornelissen (ID-Lelystad, Paises Baixos,
'Bglil-Notl, amplificado usando-se iniciadores RDSH7'5 e RDS7'3), e foi
fornecido como um fragmento de PCR. Na instalagdo de expressdo de ABC
(R. Romijn e W. Hemrika, Universidade de Utrecht, Paises Baixos), o
fragmento de PCR de H7 foi amplificado usando-se Iniciadores 35'
agatctgacaaA(g)atctgecttgggcatcat 3' e S'geggecgceaagtatcacatetttgtagee 3'. O
fragmento de PCR foi ligado em vetor pCR4-TOPO. Anidlise de seqiiéncias
foi realizada na Baseclear. A seqiiéncia de H7 do clone 710-15 continha
quatro mutag¢des, das quais duas resultam em mutagdes de aminoécidos (ver
Seqiiéncia ID 3 e 4; a->g, g->a, g->a (Arg->Lys), a->g (Met->Val)). O
fragmento de DNA de H7 foi isolado mediante digestdo com BamHI e Notl, e
ligado em pABC-CMV-dE-dH-sub-6timo_sp-Flag3C-hisC_(pUC) (ver
Seqiiéncia ID 4; seqiiéncia sinal sub-6tima sublinhado/italico, marcador
FLAG - marcador His negrito/sublinhado) e pABC-CMV-dE-dBH-
Cistatina_sp-Flag3C-hisC (pUC) vetores de expressdo (instalagdo de
expressdo de ABC). Desta maneira, H7 é expressa com um marcador FLAG
carboxi-terminal - marcador His.
Expressao e purificacio de H7

As células de uma suspensdo de células de 2 litros foram
pelotizadas por meio de centrifugacdo e o pellet de células foi isolado e

ressuspenso em 25 mM de Tris, 0,5 M de NaCl, pH 8,2 a um volume de 50
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ml. As células foram congeladas-descongeladas uma vez, e adicionou-se
cinco Tabletes de Coquetel de Inibidor de Protease (Roche, n° catalogo 11
836 170 001) a suspensdo de células. A suspensdo de células foi sonicada
sobre gelo e centrifugada a 21.000*g durante 1 h a 4°C. O sobrenadante foi
filtrado (0,45 pum) e incubado durante 16 h a 4°C sob movimento constante,
com pérolas de Ni-Sepharose Fast Flow na presenc¢a de 20 mM de imidazol.
Apo6s enchimento de uma coluna, H7 foi eluida aumentando-se a
concentra¢do de imidazol. A expressdo de H7 foi analisada sobre gel de
poliacrilamida usando Coomassie e, em um Western blot usando-se uma
propor¢do de 1:3000 de anti-FLAG-HRP (Sigma A-8592). Fragbes com H7
foram combinadas e dialisadas contra PBS pH 7,4 a 4°C, fracionadas e
armazenadas a -80°C. A concentragio da solugio de H7 combinada foi
determinada por meio de densitometria em um Western blot usando-se E2-
Flag purificado com uma concentragdo conhecida para a curva padrdo, e foi
de 10,5 pg/ml (peso molecular da H7 € de aproximadamente 75 kDa (lote 2
05-2006CS).
Expressio por células HEK293E e subseqiiente purificagio de E2

DNA da glicoproteina E2 do virus da febre suina classica
(CSFV, Classical Swine Fever virus) foi obtido da Geneart (Regensburg,
Alemanha, Seqiiéncia ID 5 e 6). A construgdo foi digerida usando BamHI e
Notl, e ligada em vetor pABC674 (Instalagdo de expressdo de ABC), que
estendera o E2 recombinante com um marcador FLAG carbodxi-terminal -
marcador His. Células HEK293E foram transfectadas transientemente e
desenvolvidas durante de 5 a 6 dias (C. Seinen, University Medical Center
Utrecht, Paises Baixos). Purifica¢do foi substancialmente similar ao método
descrito para H5 e H7. Tamponador de ligagdo para a coluna de Ni** foi 25
mM de Tris, 0,5 M de NaCl, pH 8,2. Apds didlise das fragdes combinadas
com E2, determinou-se a pureza de gel usando-se o programa ImageQuant

(Molecular Dynamics). A pureza de E2 foi de aproximadamente 90 %.
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Mediu-se a concentragdo de proteina com o método BCA, e foi de 655 pg/ml
em PBS. A concentragdo de E2 foi de 561 pg/ml na solugdo de consumo
fracionada, que foi armazenada a -80°C (lote 1 210406CS).
Expressio por células Sf21 e subseqiiente purificacio de E2

Glicoproteina E2 recombinante do CSFV também foi expressa
e purificada para teste de uma nova vacina de E2 adjuvantada com beta
cruzada contra CSFV. A produgio desta E2 foi realizada por R.D. Strangi
(TU Eindhoven, Paises Baixos) no Grupo de Ciéncias Animais (ASG [4nimal
Sciences Group], ID-Lelystad, Paises Baixos). Uma fra¢do da linha de células
de Spodoptera frugiperda (Sf21) cell line (P.A. van Rijn, ID-Lelystad, Y de
nitrogénio liquido foi rapidamente descongelada a 37°C em um banho de
dgua. Em seguida, 1,5 ml de cultura de células foi transferido para um frasco
de 150 cm® com 27 ml de meio de crescimento pré-aquecido (meio livre de
soro SF900-II com L-Glutamina, Gibco) suplementado com 1 % vol/vol de
antibidtico-antimicético (Gibco, 15240-062), e desenvolvido a 28°C. Culturas
de Sf21 foram expandidas subseqiientemente em frascos separados de 150
cm” até se atingir um volume de trabalho de 30 ml de suspenséo de células.

Células Sf21 desenvolvidas em meio SF900-II foram
infectadas com baculovirus expressando E2 como descrito por Hulst et al. ©)
a uma multiplo de infecgdo (M.O.1., multiple of infection) de 0,01 e incubadas
para 280 horas a 28°C. Em varios momentos, o nivel de expressdo de E2
expressdo em meio foi determinado por meio de ressondncia de plasmon de
superficie (SPR, surface plasmon resonance), como descrito abaixo. Meio de
cultura foi eliminado dos fragmentos de células por meio de centrifugacdo
durante 10 minutos a 600xg, e armazenado a 4°C apds adi¢do de NaNe a uma
concentracdo final de 0,02 %.
Ressonincia de Plasmon de Superficie com anticorpo anti-E2

Experimentos de ligagdo com anticorpo anti-E2 e meio de

cultura de células compreendendo E2 recombinante foram realizados usando
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SPR em um instrumento Biacore 3000 (Biacore AB, Uppsala, Suécia)
usando-se um chip de classe de pesquisa CM5. Usou-se um procedimento de
acoplamento de amina padronizado para acoplar covalentemente proteinas a
superficie do sensor, implicando primeira ativagdo da superficie do dextrano
do chip sensor CM5 com uma inje¢do de 7 minutos de uma mistura a 1:1 de
100 mM de N-hidroxisuccinimida (NHS) e 400 mM de N-etil-N'-(dimetil-
aminopropil)-carbodiimida (EDC) com uma taxa de fluxo de 5 pl/minuto.
Anticorpo a-V3anti-E2 (ID- Lelystad) foi diluido a 1:40 em tamponador de
acetato pH 5,5 e acoplado covalentemente ao dextrano ativado por meio de
uma inje¢do de 7 minutos a uma taxa de fluxo de 10 pl/minuto. Grupos
ativados remanescentes sobre cada célula de fluxo foram bloqueados por meio
de inje¢do de 35 ul de cloridrato de etanolamina 1 M pH 8,5. Dissociagdo foi
iniciada com a substitui¢io da amostra injetada por tamponador de fluxo.
Determinou-se as unidades de resposta residuais (RU's [response units]) apos
2 minutos de dissociagdo. Tamponador HBS-EP filtrado e desgaseificado
(150 mM de NaCl, 2 mM de EDTA, 0,005 % (v/v) de Tween-20, e 10 mM de
HEPES, pH 7,4) foi usada como grupo tamponador de fluxo (Biacore). Meio
de cultura foi diluido a 1:10 em tamponador de fluxo e determinou-se a
ligagdo de E2 a a-V3 imobilizado (ndo mostrado).

Coluna de afinidade de anticorpo anti-E2 a-V3

Anticorpo 0-V3 anti-E2 monoclonal (9 mg/ml, produzido e
purificado na ASG, ID-Lelystad) foi dialisado contra 0,1 M de NaHCO; com
0,5 M de NaCl, pH 8,3. .

Membrana de dialise (Medicell International Ltd, com um
corte de peso molecular de 12-14,000 Da) foi aquecida durante 30 minutos
em agua com 2 % (peso/volume) de bicarbonato de soédio e 1 mM de EDTA
pH 8,0. Subseqiientemente, isto foi fervido durante 10 minutos em 1 mM de
EDTA pH 8,0. Anticorpo 0-V3 foi dialisado contra 4 litros de NaHCO; 0,1 M
com 0,5 M de NaCl pH 8,3 a 4°C, que foi renovado quatro vezes ao todo.
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Anticorpo a-V3 monoclonal dialisado foi acoplado a Sepharose-4B ativada
com CNBr (Amersham Biosciences AB, Uppsala, Suécia) de acordo com as
instrugbes do fabricante. Um grama e meio de Sepharose 4B ativada com
CNBr foi intumescido em 300 ml de HCl 1 mM durante 15 minutos. Em
seguida, as pérolas de Sepharose foram lavadas quatro vezes por meio de
rapida centrifugagdo e substitui¢do do sobrenadante por HCl 1 mM fresco.
Anticorpo a-V3 em NaHCOj; 0,1 M com NaCl 0,5 M, pH 8,3 foi adicionado e
incubado durante 2 horas a temperatura ambiente em um dispositivo de
rolamento. o-V3 nfo-ligado foi removido por lavagem com 50 ml de
NaHCO; 0,1 M com 0,5 M de NaCl, pH 8,3. Subseqlientemente, quaisquer
grupos ativos remanescentes na matriz foram bloqueados com uma incubagéo
de 1 hora com 20 ml de glicina pH 8,0. Em seguida, realizou-se trés lavagens
com pH alternante (NaHCO3 0,1 M com 0,5 M de NaCl, pH 8,3 seguido de
0,1 M de acetato de Na com 0,5 M de NaCl pH 4,0). Por fim, realizou-se uma
lavagem com 10 ml de glicina 0,1 M pH 2,5, seguido de uma lavar com PBS.
Em seguida, a coluna foi armazenada em PBS suplementado com 0,02 %
peso/peso de NaNj3, a 4°C.
Purificagao de E2

Apbds 280 horas do inicio da infec¢do com virus das células
Sf21 expandidas, o meio de cultura foi recolhido em tubos de 50 ml e
eliminado das células e fragmentos de células por meio de centrifugagéo
durante 10 minutos a 600 x g, e armazenado a 4°C.

Sobrenadante foi separado do pellet de células e adicionou-se
0,02 % peso/peso de azida. E2 foi purificado do sobrenadante de cultura de
células em trés operagdes subseqilentes, como descrito abaixo. Operagéo 1
(lote 1 200406RS): meio de cultura de E2 foi circulado sobre a coluna de
afinidade de a-V3 a temperatura ambiente durante 2,5 horas a uma taxa de
fluxo de 60 ml/hora, seguido de uma lavagem de um dia para o outro com

PBS. E2 foi eluido com 0,1 M de glicina pH 2,5. Eluado foi recolhido em
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fracGes de 3 ml e ajustador diretamente em pH 7-8 por meio de adi¢do de 45
ul de 3 M de Tris-base. Subseqiientemente, as fragdes contendo proteina E2
purificada foram dialisadas contra PBS, e analisadas por meio de SDS-PAGE.
Apés quantificagdo de proteina usando o Ensaio de Proteina BCA (Pierce),
fragdes com E2 >95 % puro foram combinadas, e armazenadas a -80°C.
Concentragdo de E2 na fragdo combinadas foi de 285 pg/ml para lote 1
200406RS. Uma quantidade adicional de E2 foi extraida do mesmo
sobrenadante de cultura de células por meio de recirculagéo sobre a matriz de
afinidade de a-V3 (operagdo 2, lote 2 030506RS). Operagdo 3 (lote 3
100506RS): Uma segunda batelada de meio de cultura de células meio de
cultura células com E2 expresso foi armazenado primeiro a -80°C e, depois,
usado para purificagdo de E2 como descrito acima.

Primeiramente, meio foi concentrado usando-se 15 ml de
concentradores Macrosep 10K (Pall). O meio de E2 concentrado 3,3 vezes foi
circulado sobre a coluna de afinidade a temperatura ambiente durante 5 horas,
a uma taxa de fluxo de 60 ml/hora, seguido de lavagem de 5 horas com PBS.
Apds a primeira etapa de purificagdo, o meio concentrado foi recarregado na
coluna para uma purificagio subseqiiente. E2 foi analisado por meio de SDS-
PAGE e imuno-manchamento. Amostras foram aplicadas sobre um gel de
poliacrilamida a 4-15 % (SDS-PAGE, NUPAGE, Invitrogen). Antes de SDS-
PAGE, as amostras foram aquecidas durante 5 min a 95°C na presenca de 20
mM de DTT. Proteinas separadas foram transferidas para proteinas de
nitrocelulose separadas e proteina E2 foi visualizada com uma incubagio
com, primeiro, a-V3 e, depois, RAMPO, seguido de manchamento com
quimiluminescéncia (Western Lightning, Perkin-Elmer).

Expressio e purifica¢io de proteina Catepsina L3 de Fasciola hepatica

DNA recombinante de proteina catepsina L3 de Fasciola
hepatica (proteina CL3) foi obtido da Geneart (ver Seqiiéncia ID 7). A
construgio foi digerida usando-se BamHI e Notl, e ligada no vetor pABC674
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(facilidade de expressdo ABC), que estenderd a proteina CL3 recombinante
com um marcador FLAG carboxi-terminal - marcador His. Apds expressdo
durante 5-6 dias, células HEK293E pelotizadas de uma cultura em suspensdo
de 2 litros foram ressuspensas em 25 mM de Tris, 0,5 M de NaCl, pH 8,2 a
um volume de 50 ml. As células foram congeladas-descongeladas uma vez, e
adicionou-se cinco Tabletes de Coquetel de Inibidor de Protease (Roche n° de
catalogo 11 836 170 001) a suspensdo de células. A suspensdo de células foi
sonificada sobre gelo e centrifugada a 21.000*g durante 1 h a 4°C. O
sobrenadante foi filtrado (0,45 um, Millipore) e adicionou-se imidazol a uma
concentra¢do final de 10 mM. A proteina CL3 foi carregada/re-carregada
durante 16 h a 4°C em uma coluna HisTrap HP 1 ml (GE Healthcare 17-
5247-01) com uma taxa de fluxo de 0,75 ml/minuto, usando um sistema
fechado. CL3-FLAG-His ligado foi eluido com aplicagdo de um gradiente de
imidazol na coluna. A proteina purificada foi visualizada por meio de
eletroforese de SDS-PAGE (Invitrogen, NuPage 4-12 % BisTris NP0323)
com manchamento  Coomassie  (Fermentas PageBlue  RO571).
Adicionalmente, CL3 foi submetido a Western blot seguido de um
manchamento usando anti-FLAG-HRP (Sigma A- 8592) e substrato a base de
luminol para detecgdo catalisada com HRP (Western Lightning Chemi-
luminescence Reagent Plus n° de catalogo NEL 104). A pureza de fra¢Oes
combinadas com proteina CL3, dialisadas contra PBS, foi estimada com
densitometria sobre gel manchado com Coomassie, e foi de aproximadamente
7,5 %. A concentragdo de proteina total foi determinada medindo-se a
absorbancia a 280 nm e calculando presumindo que uma solu¢do com 1
mg/ml de proteina resultara em um valor de absorbiancia de 1,0. A
concentra¢do de proteina total foi de 400 pg/ml. Considerando a pureza, a
concentra¢do de proteina CL3 é de aproximadamente 30 pg/ml em PBS. O
peso molecular da proteina CL3 ¢ de aproximadamente 38 kDa incluindo um

carboidrato ligado a N. Solugdo de proteina foi repartida e armazenada a -
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80°C (lote 1 010606CS).
Conjugacio de peptidio catepsina L3 de Fasciola hepatica 2 hemocianina
de limpeto buraco-de-fechadura

Para ensaios de imunizagdo peptidio catepsina L3 de Fasciola
hepatica (peptidio CL3, Ansynth Service B.V, Roosendaal, Paises Baixos,
lote BB1; usou-se a seqiiéncia tomada de cisteina proteinase similar a

catepsina L UniProtKB/Swiss-Prot entry www.expasv.org/uniprot/P80528, e

estendida com uma cisteina amino-terminal:
CSNDVSWHEWKRMYNKEYNG; Seqiiéncia ID 8). A cisteina amino-
terminal foi introduzida para fins de acoplamento com proteina-suporte de
hemocianina de limpeto buraco-de-fechadura de maricultura ativada com
maleimida Imject (mcKLH, mariculture Keyhole Limpet Haemocyanin)
(Pierce). A conjugacdo de peptidio CL3 a mcKLH ativada com maleimida foi
realizada de acordo com o manual do fabricante. Peptidio CL3 liofilizado foi
dissolvido em tamponador de conjugagdo fornecido (contendo 83 mM de
tamponador de fosfato de sédio, 0,1 M de EDTA, 0,9 M de NaCl, 0,02 % de
azida de sédio, pH 7,2) a uma concentragdo final de 10 mg/ml. mcKLH
ativada com maleimida foi reconstituida em agua destilada a 10 mg/ml. As
duas solugdes foram misturadas e incubadas durante 2,5 h. a temperatura
ambiente em um dispositivo de rolamento. Apds conjugagdo, os precipitados
formados foram separados do sobrenadante por meio de centrifuga¢do durante
10 minutos a 16.000xg. O pellet com precipitados foi armazenado sobre gelo.
O conjugado em solugéo foi purificado do excesso de peptidio CL3 livre por
meio de aplicagdo do sobrenadante em colunas de dessalinizagdo de dextrano
D-Salt (corte de peso molecular de 5 kDa, Pierce) com tamponador de fluxo
compreendendo 83 mM de fosfato de sédio, 0,9 M de NaCl pH 7,2. Fragdes
de 0,5 ml foram recolhidas e determinou-se a concentragéo de proteina com o
método BCA (Pierce). Presenga de conjugado foi avaliada com SDS-

PAGE/Coomassie ¢ com um ELISA. As fra¢des com conjugado foram
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combinadas e o pellet isolado foi dissolvido subseqiientemente nas fragdes
combinadas. Em seguida, conjugado de CL3-KLH foi dialisado contra 4 litros
de PBS. A quantificagdo de proteina foi realizada usando-se o ensaio de
proteina BCA (Pierce) e a suspensdo de conjugado foi armazenada a 4°C. A
concentragdo de CL3-KLH foi de 1,35 mg/ml. Para o ELISA, concentragbes
seriais de peptidio CL3 livre, EXiH livre e conjugado de CL3-KLH, e
também tamponador de revestimento apenas foram aplicados revestindo
pogos de uma placa de 96 pocos de alta ligagdo Microlon (Greiner). Apos
bloqueio com Reagente de Bloqueio (Roche) pocos foram recobertos com
soro anti-CL3 de camundongo diluido 500 vezes (ID-Lelystad, fornecido por
A. Antonis, codigo YM30, III C11C7E8'") em PBS/0,1 % vol/vol de Tween20.
A ligacdo de anticorpo anti-CL3 foi visualizada usando RAMPO (DAKO
Cytoination, P0260, lote 00020228)- 1,2-fenilenodiamina/H,SO4-leitura de
absorbincia a 490 nm. A fragdo de CL3 no conjugado de CL3-KLH foi
estimada comparando-se a ligagdo de anticorpos com aquela obtida com o
padrdo de peptidio CL3 livre revestido. A relagdo de CL3 (:) KLH foi de
aproximadamente 1(:)1.
Prepara¢io de vacina: Formacio de conformagio de proteina com
dobramento incorreto similar a amiléide compreendendo estrutura beta
cruzada

Introducdo de conformagdo de proteina com dobramento
incorreto similar a amil6éide nos varios antigenos é obtida usando-se diferentes
técnicas de dobramento incorreto. A extensdo do dobramento incorreto foi
avaliada analisando-se a capacidade de uma solugdo de antigeno em
incrementar a fluorescéncia de ThT e/ou avaliando-se a capacidade de
estimular conversio mediada com tPA de plasminogénio a plasmina.
Método do dobramento incorreto I com HS: dobramento incorreto
térmico ciclico de HS misturado com OVA

Estoque de H5 usado para fins de dobramento incorreto 236
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ug/ml de H5 em PBS lote 1 CS210406, OVA foi dissolvido em solugdo de HS
a uma concentra¢do final de 1 mg/ml. Subseqiientemente, as solu¢bes de
H5/OVA foram submetidas a dobramento incorreto térmico ciclico de acordo
com o procedimento descrito acima para PorA.
Método do dobramento incorreto II com HS de células HEK293E:
dobramento incorreto por meio de ciclizag¢do térmica com HS conjugado
com ovalbumina, usando acoplamento de EDC-NHS

O estoque de H5 usado compreendeu: 236 pg/ml de HS nativa
em PBS lote 1 CS210406. Similar a PorA (ver acima), HS obtida de células
HEK?293E foi conjugada com OVA. Concentragdo de HS5 e concentragdes de
OVA foram de 169 pug/ml e 1000 pg/ml, respectivamente. Apds acoplamento,
solu¢des foram dialisadas contra PBS. As solugdes foram transferidas
subseqiientemente para recipientes de PCR e conjugados foram mal-dobrados
por meio de desnaturagdo térmica ciclica.
Método do dobramento incorreto III aplicado a HS: acoplamento de
polipeptidio-A a  polipeptidio-B por meio de ativagio de
glutaraldeido/NaBEU

De maneira similar a PorA, para acoplamento de H5 a OVA,
ambas as proteinas foram ativadas com glutaraldeido e boroidreto de sodio e
misturadas. Para este fim, 250 pg de OVA foram dissolvidos em 1 ml de
solugdo de consumo de HS5 e adicionou-se 180 ul de PBS. Glutaraldeido
(solugdo a 25 % (v/v) em H,O, Merck, Hohenbrunn, Alemanha, 8.20603.1000
(UN2927, toxico), lote S4503603 549), pré-diluido a uma solugdo 100x a 4 %
em H,O foi adicionado a uma concentragdo final de 0,04 %. Apos agitagdo
com voértice e uma incubagdo de 2 minutos a temperatura ambiente, uma
solugdo 100x 120 mM de NaBH, (aprox. 98 %, Sigma, St. Louis, MO,
E.U.A., S9125, lote 53H3475) foi adicionada a uma concentragéo final de 1,2
mM. A solugdio foi submetida a agitagdo suficiente para se obter um vortice e

incubada durante 42 h a temperatura ambiente em um dispositivo de
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rolamento. Em seguida, a solugdo foi dialisada extensivamente contra PBS. A
solugdo de conjugado foi aquecida subseqiientemente durante cinco ciclos
térmicos como descrito acima.
Método do dobramento incorreto I com H7: dobramento incorreto
térmico ciclico de H7 livre ou H7 misturado com OVA

Estoque de H7 usado para fins de dobramento incorreto: 21,4
ng/ml de H7 em PBS lote 1 CS210406, solugdo de H7 foi, ou submetidos a
dobramento incorreto térmico sem qualquer adigdo, ou H7 foi mal-dobrada
termicamente ap0ds dissolugdo de OVA a uma concentragdo final de 1 mg/ml
na solu¢do de consumo de H7. Dobramento incorreto térmico ciclico foi
realizado como descrito para PorA, acima.
Método do dobramento incorreto II com H7: dobramento incorreto por
meio de ciclizacdo térmica com H7 conjugada com ovalbumina, usando-
se acoplamento de EDC-NHS

Estoque de H7 usado para fins de dobramento incorreto: 21,4
ug/ml de H7 em PBS lote 1 CS210406. Similar a PorA (ver acima), H7
expressa por células HEK293E foi conjugada com OVA. A concentragdo
final de H7 foi de 10,7 pg/ml, a concentragdo de OVA foi de 1 mg/ml. Apds
acoplamento, a solugio de conjugado foi dialisada contra PBS. A solugéo foi
transferida subseqiientemente para recipientes de PCR e o conjugado foi mal-
dobrado com desnaturagio térmica ciclica, por meio de aplicagdo de um ciclo
de 30°C a 85°C a 5°C/minuto, e rapidamente a 4°C.
Dobramento incorreto térmico ciclico de E2 de células Sfl

E2 purificada expressa por células Sfl em PBS foi aquecida
durante cinco ciclos em recipientes de PCR em um ciclizador térmico PTC-
200 (MJ Research, Inc., Waltham, MA, E.U.A.). Em cada ciclo, proteina foi
aquecida de 30 a 85°C a uma taxa de 5°C/min, e rapidamente resfriada de
volta a 30°C antes de iniciar um novo ciclo. Finalmente, E2 desnaturado com

calor foi mantida a 4°C. A concentragio final de E2 foi de 280 pg/ml (lote 2
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030506RS).
Método do dobramento incorreto IV: Reducido-alquilacio de radicais
Cys em E2 de células Sf1

E2 alquilada é obtida por meio de redugdo de ligagdes

dissulfeto, seguido de alquilagdo dos radicais Cys livres formados.
Primeiramente, adicionou-se uréia a uma concentragdo final de 8 M, a 353
ug/ml de E2 e isto foi misturado com centrifugacéo cuidadosa. Em seguida,
adicionou-se ditiotreitol (DTT) a uma concentragéo final de 10 mM. Ar no
tubo foi substituido por gas de nitrogénio para inibir possivel oxidagdo das
cisteinas reduzidas. Em seguida, isto foi incubado durante 2 h. a temperatura
ambiente em um dispositivo de rolamento. Subseqiientemente, a solucdo foi
resfriada (sobre gelo) e adicionou-se iodoacetamida (Sigma) a uma
concentragdo final de 20 mM. Por fim, a E2 alquilada foi dialisada contra 1 1
de PBS para 4 horas, seguido de 7 h. contra 51 e 9 h. contra 5 1 de PBS. A
concentragio de alquila-E2 ap6s diélise foi determinada usando-se o ensaio de
proteina BCA (Pierce), e foi de 167 pg/ml.
Método do dobramento incorreto I com E2 e OVA: dobramento
incorreto por meio de ciclizacio térmica

Um mg de OVA foi dissolvido em 1 ml de solugdo de E2 em
PBS (concentragdo de OVA € de 1 mg/ml, concentragdo de E2 é de 280
ug/ml; lote 2 030506RS). Solugdes foram submetidas a dobramento incorreto
térmico ciclico por meio de aquecimento de 30°C a 85°C em intervalos de
5°C/minuto, e resfriamento a 30°C antes do inicio do ciclo seguinte (5 ciclos).
Avaliou-se o incremento da fluorescéncia de ThT e incremento da atividade
de tPA/plasminogénio atividade.
Método do dobramento incorreto II com E2 de células Sfl1: dobramento
incorreto por meio de ciclizacio térmica com E2 conjugada com
ovalbumina ou KLH, usando-se acoplamento de EDC-NHS

Similar a PorA (ver acima), E2 obtida de células Sfl foi
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conjugada com OVA, ou com KLH. Concentragdo de E2 e concentragdes de
OVA foram de 193 pg/ml e 1047 pg/ml, respectivamente. Concentragdes de
E2 e KLH foram de 145 e 631 ug/ml, respectivamente. Apos acoplamento,
solu¢des foram dialisadas contra PBS. As solugdes foram transferidas
subseqiientemente para recipientes de PCR e conjugados foram mal-dobrados
com desnaturagdo térmica ciclica.
Método do dobramento incorreto IT com E2 de células 293E: dobramento
incorreto por meio de ciclizacio térmica com E2 livre

Como descrito para PorA, E2 purificada de sobrenadante de
cultura de células HEK293E (lote 1 210406CS, 561 pg/ml em PBS) foi
submetido a dobramento incorreto térmico usando-se um aparelho de PCR.
Método do dobramento incorreto II com E2 de células 293E: dobramento
incorreto por meio de ciclizagio térmica com E2 conjugada com
ovalbumina ou KLH, usando acoplamento de EDC-NHS

Similar a PorA e a E2 de células Sfl (ver acima), E2
recombinante obtida de células HEK293E foi conjugada com OVA.
Concentracdo de E2 e Concentragdes de OVA foram de 561 pg/ml e 1 mg/ml,
respectivamente. Apds acoplamento, solugdes foram dialisadas contra PBS.
As solugdes foram transferidas subseqiientemente para recipientes de PCR e
conjugados foram mal-dobrados com desnaturagdo térmica ciclica. (lote 1
210406CS, 561 pg/ml em PBS).
Método do dobramento incorreto V: dobramento incorreto de peptidio
CL3 livre: dobramento incorreto térmico

O peptidio CL3 livre foi dissolvido a 1 mg/ml em H,O e usado
diretamente para a preparagio de vacinas, ou mantido a 65°C ou 37°C durante
varios dias antes do uso em vacinas.
Método do dobramento incorreto I com peptidio CL3 e OVA:
dobramento incorreto por meio de ciclizag¢do térmica

Um mg de OVA e 1 mg de peptidio CL3, ou 1 mg de KLH
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liofilizado ¢ 1 mg de peptidio CL3 foram misturados em dois recipientes
separados e dissolvidos em 1 ml de PBS (todas as concentragdes de proteina /
peptidio sdo de 1 mg/ml). Solugdes foram submetidas a dobramento incorreto
térmico ciclico por meio de aquecimento de 30°C a 85°C em intervalos de
5°C/minuto, e resfriamento a 30°C antes do inicio do ciclo seguinte (5 ciclos).
Como um controle positivo, 1 mg e 10 mg/ml OVA também foram
submetidos a dobramento incorreto térmico ciclico. Avaliou-se o incremento
da fluorescéncia de ThT e incremento da atividade de tPA/plasminogénio.
Método do dobramento incorreto II com peptidio CL3: dobramento
incorreto por meio de ciclizagdo térmica com CL3 conjugada com
ovalbumina ou ELH, usando-se acoplamento de EDC-NHS

Similar a PorA (ver acima), peptidio CL3 foi conjugada com
OVA, ou com KLH. Ambas as concentragdes, de peptidio CL3 e de OVA ou
KLH foram de 1,28 mg/ml. Apds acoplamento, solu¢des foram dialisadas
contra PBS. As solugdes foram transferidas subseqiientemente para
recipientes de PCR e conjugados foram mal-dobrados com desnaturagdo
térmica ciclica.
Método do dobramento incorreto I com proteina CL3 e OVA:
dobramento incorreto por meio de ciclizagdo térmica

Um mg de OVA foi dissolvido em 1 ml de 30 pg/ml de
proteina CL3 em PBS. As solu¢des foram submetidas a dobramento incorreto
térmico ciclico por meio de aquecimento de 30°C a 85°C em intervalos de
5°C/minuto, e resfriamento a 30°C antes do inicio do ciclo seguinte (5 ciclos).
Adicionalmente, o estoque de proteina CL3 a30 pg/ml em PBS foi mal-
dobrado com ciclizagdo térmica sem adigéo de proteina. Estoque de proteina
CL3 usado foi o lote 1 010606CS (ver acima).
Resultados
Introducio de estrutura similar a amiléide em antigenos

Ovalbumina
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OVA liofilizada foi dissolvida cuidadosamente deixando-se a
mesma dobrar corretamente em um estado nativo, com o menor nimero
possivel de propriedades similares a amiléide. Apesar destes esforgos, OVA
apresenta caracteristicas que s3o uma sinalizador da presenga de pelo menos
uma fracio das moléculas com estrutura beta cruzada, como mostrado pela
ativagdio incrementada com cortante de ThT especifico para amildide e pela
ativagdo incrementada de tPA e plasminogénio (Figura 9A, B). Apos
dobramento incorreto térmico ciclico, contudo, sinais representativos da
estrutura beta cruzada sdo muito mais pronunciados com OVA desnaturada
(DOVA, Figura 9A, B). Os dados mostrados sdo medidas representativas para
DOVA mal-dobrada similar a amildide preparada rotineiramente ¢ OVA com
um dobragem mais nativa. As grandes diferengas no teor de beta cruzada
tornam o par OVA/DOVA itens interessantes para fins de vacina¢do. Adigéo
de DOVA a um antigeno nativo ou a um antigeno mal-dobrado parcialmente
similar a amildide serve como um potente adjuvante de estrutura beta cruzada.
HS para vacina preparac¢ao de coquetel

H5 recombinante com um marcador FLAG carboxi-terminal -
marcador His foi expressa e purificada no préprio laboratoério. Determinag&o
das propriedades incrementadoras de fluorescéncia de ThT e propriedades de
ativacio de tPA/plasminogénio revelaram que a H5 purificada ndo-tratada ja
compreende algumas proteina com dobramento incorreto similar a amildide
(Figura 9C, D, E). No lote 1 210406CS de HS5 parte das propriedades
ativadoras de tPA sdo detectadas. Com H5 lote 2 a fragdo X 250506CS de
avaliacio das propriedades ativadoras de tPA/plasminogénio foi prejudicada
devido a presenca de atividade convertedora de substrato de plasmina na
solu¢do de HS, quando tPA foi omitido da mistura de reagfio. Quando da
ciclizagdo térmica de H5 misturada com OVA ou H5 conjugada com OVA
usando-se EDC/NHS, fluorescéncia de ThT é fortemente incrementado,

mostrando um incremento do teor de estrutura beta cruzada na solugdo de
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antigeno de H5, em comparagdo com HS ndo-tratada (Figura 9E). As
preparagdes de HS5 ndo foram s6 usadas para a preparagdo da vacina de
coquetel de camundongo com E2, CL3 e H7, mas também foram usadas para
imunizac¢do de camundongos com H5 monovalente.
H7 usada para vacina preparaciao de coquetel

H7 recombinante da cepa A/Netherlands/219/03 (Protein
Sciences Corp.) foi usado como uma fonte de antigeno ndo-tratado para
preparacdo de uma vacina de coquetel juntamente com E2, HS5, CL3, OVA.
No entanto, nos detectamos alguma propriedade incrementadora da
fluorescéncia de ThT com a H7 ni3o-tratada, e também a ativagdo de
iPA/plasminogénio foi incrementada por meio de introdugdo da H7 na mistura
de reagdo (Figura 9F, G). Estes resultados mostram a presenga de pelo menos
uma pequena fragdo de moléculas de H7 com estrutura beta cruzada. Na
Figura 9H e I mostra-se o incremento da fluorescéncia de ThT com H7 nativa
recombinante produzida proprio laboratério, mistura termicamente mal-
dobrada de 7 ¢ OVA, e conjugado de H7-OVA mal-dobrado termicamente,
obtido por meio de acoplamento de EDC/NHS, e também a influenciada sobre
a atividade de tPA. Para o ensaio de ThT, solugbes de consumo de H7 foram
diluidas dez vezes. No ensaio de atividade de tPA/plasminogénio usou-se H7
a 1 pg/ml. Os ensaios mostram um incremento do teor de estrutura beta
cruzada quando da misturagdo ou conjugagdo com OVA, seguido de
ciclizagdo térmica.
E2 expressa em células HEK293E para uso em uma vacina de coquetel

Proteina E2 recombinante de CSFV foi expressa no proprio
laboratorio em células HEK293E e purificada de sobrenadantes de cultura de
células, e usada em ensaios de imunizagdo de camundongo. E2 purificada foi
submetida a dois métodos de dobramento incorreto: ciclizagdo térmica entre
30 e 85°C com a E2 livre, ou ciclizagdo térmica ap6s conjugacdo de E2 com

OVA, usando-se acoplamento de EDC/NHS. Na Figura 9J, observa-se
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claramente um incremento da fluorescéncia de ThT quando se usa os métodos
de dobramento incorreto. A influenciada sobre a atividade de tPA ndo pdde
ser avaliada devido a atividade convertedora de substrato na solugdo de E2
purificada, indicativo da presenga de quantidades em tragos de protease
similar a plasmina. Diferengas observadas entre E2 ndo-tratada e E2 mal-
dobrada, na poténcia para incrementar a fluorescéncia de ThT mostram
claramente o incremento no teor de estrutura beta cruzada quando se aplica os
procedimentos de dobramento incorreto.
Peptidio CL3 usado para incorporac¢io em uma vacina de coquetel

O fragmento de CL3 de 19 radicais de aminoacidos € uma
extensdo Cys amino-terminal para fins de acoplamento foi submetido a vérios
métodos de conjugag¢do proteina-proteina e, subseqiientemente, a métodos de
dobramento incorreto de proteina. Na Figura 9K e L mostra-se que todas as
preparagdes de peptidio CL3 compreendem conformacdo de estrutura beta
cruzada até certo grau, quando se refere a propriedade de incrementar a
fluorescéncia de ThT e estimular adicionalmente tPA/plasminogénio. Mesmo
o peptidio livre compreende estrutura beta cruzada ap6s dissolu¢do em HyO.

Em um ensaio de ativagdo de tPA/plasminogénio, peptidio
CL3 recentemente dissolvido e peptidio incubado a 65°C sédo ativadores de
tPA os mais potentes, enquanto que incubagdes a temperatura ambiente ou a
37°C resultam em uma menor ativa¢do do teor de estrutura beta cruzada (Figura
10D). A concentragdo de peptidio no ensaio foi de 200 pg/ml. Peptidios foram
incubados no escuro durante varios dias nas temperaturas indicadas.
Antigeno de HS beta cruzada para exposi¢des a virus de HSN1

A solucfio de consumo de H5 ndo-tratada para preparacéo de
H5 mal-dobrado e para uso em preparagbes de vacina foi a solugdo de
consumo de H5 recombinante a 236 pg/ml em PBS (lote 1 210406CS, cepa
A/Vietnam/1203/2004) para a primeiro vacinagdo e a solugdo de 140 pg/ml
de H5 em 25 mM de Tris pH 8,2, 500 mM de NaCl (lote 2 fra¢do X
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240506CS) para a segunda vacinagdo. H5 com conformagdo de proteina com
dobramento incorreto similar a amildide foi obtida, em ambos os lotes de HS,
por meio de aplicagdo de métodos de dobramento incorreto I-III (ver acima).
Na Figura 10A, o incremento da fluorescéncia de ThT € mostrado quando se
testa 24 pg/ml de H5 de cada uma das quatro solugdes de consumo. Esta claro
que as modificagdes introduzem um incremento significativo no teor de
estrutura beta cruzada em todas as trés preparagdes de HS5 mal-dobrada,
quando comparado com H5 ndo-tratada.

Antigeno de E2 de beta cruzada para exposi¢des a CSFV

Para uma primeira vacinagdo contra CSFV usou-se E2 nio-
tratada, E2 mal-dobrada por via térmica ciclica (Método I) e alquila-E2
(Método IV) (lote 1 200406RS, 285 pg/ml em PBS). A presenc¢a de estrutura
beta cruzada em alquila-E2 (Método do dobramento incorreto IV) e E2 mal-
dobrada por via térmica ciclica (Método do dobramento incorreto I) €
mostrada pela fluorescéncia fortemente incrementada de ThT e o incremento
da ativagdo de tPA/plasminogénio (Figura 10B, C).

Para a segunda imunizagdo usou-se novamente E2
recombinante expressa por células Sfl, agora do lote 2 030506RS, 280 pg/ml
em PBS. E2 foi mal-dobrada usando-se quatro métodos de dobramento
incorreto: desnaturacdo térmica ciclica de E2 livre (Método I), de E2 na
presen¢a de OVA (Método I), de conjugado de E2-OVA obtido por meio de
acoplamento de EDC/NHS (Método II) e de conjugado de E2-KLH também
obtido por meio de acoplamento de EDC/NHS (Método II). Estas preparagoes
mal-dobradas de E2 - beta cruzada foram misturadas a 1:1:1:1 antes da
incorporacdo em formulac¢des de vacina.

Exemplo 11
Imuniza¢io de camundongos com um coquetel de vacina compreendendo
antigeno E2 da Febre Suina Classica, proteina e peptidio de catepsina L3

de antigeno de Fasciola hepatica, hemaglutinina 5 de antigeno da gripe
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aviaria e hemaglutinina 7 do antigeno da gripe aviaria, juntamente com
ovalbumina

Estudo dose-resposta € um teste para a imunogenicidade de antigeno

adjuvantado com estrutura beta cruzada

Objetivo

Determinagdo de se antigeno E2 da Febre Suina Classica,
proteina e peptidio de catepsina L3 de antigeno de Fasciola hepatica,
hemaglutinina 5 de antigeno da gripe avidria e hemaglutinina 7 do antigeno da
gripe aviaria, juntamente com antigeno de OVA com conformagdo de
proteina mal-dobrada similar a amildide, combinados em uma vacina de
coquetel, elicitam titulagdes de anticorpos sem o uso adicional de um
adjuvante: Adjuvagdo por meio de estrutura beta cruzada, i.e. com proteinas
compreendendo propriedades amildides, como definido aqui. Portanto, soros
de camundongo foram analisados no dia 28 ap6s a imunizagdo para
determinagdo de titula¢bes de anticorpos contra antigenos individuais.
Solu¢des de consumo de antigeno ’

Solugdes de proteina usadas para vacina¢iao

I. Ovalbumina (albumina de ovo de galinha, OVA, Sigma;
namero de catdlogo A5503) a 1 mg/ml em PBS foi preparada recentemente
(dissolvida por meio de pipetagdo; 30 minutos em um dispositivo de
rolamento a temperatura ambiente; 1 h a 37°C; 1 h de dispositivo de
rolamento 4 temperatura ambiente; 4°C de armazenamento)

II. OVA mal-dobrada similar a amiléide (DOVA) a 1 mg/ml
em PBS foi obtida de acordo com o protocolo de desnaturagdo com calor
como descrito acima.

III. Peptidio de catepsina L3 (Ansynth Service B.V.,,
Roosendaal, Paises Baixos, lote BB1; seqliéncia
CSNDVSWHEWKRMYNKEYNG (peptidio CL3 com extensdo Cys amino-

terminal)) foi dissolvido a 1 mg/ml em PBS e mantido a 4°C
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IV. Conjugado de KLH-peptidio CL3 mal-dobrado similar a
amil6ide foi obtido por meio de desnaturagdo com calor (concentra¢do do
conjugado € de 1,35 mg/ml em PBS; aproximadamente 50 % de peptidio
CL3) lote 1 05-2006RS (ver acima)

V. Proteina CL3 (30 pg/ml em PBS) lote 1 010606CS (ver acima)

VI. Proteina CL3 desnaturada com calor similar a amiléide (30
pg/ml em PBS) lote 1 010606CS

VII. Conjugado de OVA - proteina CL3 mal-dobrada similar a
amil6ide, desnaturado com calor (30 pg/ml em PBS) lote 1 010606CS

VIIIL. E2 (561 pg/ml em PBS) lote 1 210406CS (ver acima)

IX. E2 mal-dobrada similar a amildide desnaturada com calor
(561 pg/ml em PBS) lote 1 210406CS

X. Conjugado de OVA - E2 mal-dobrado similar a amildide,
desnaturado com calor (561 pg/ml em PBS) lote 1 210406CS

XI. H5 (236 pg/ml em PBS) lote 1 210406CS

XII. Mistura de proteina de H5 ¢ OVA mal-dobrada similar a

amilodide, desnaturada com calor (140 pg/ml em PBS) lote 2 fragdo X

250506CS

XIII. Conjugado de OVA-HS mal-dobrado similar a amiléide,
desnaturado com calor (143 pg/ml em PBS) lote 2 fragdo X 250506CS

XIV. Estoque I de H7 (10,5 pg/ml em PBS) lote 2 05-2006CS
(ver acima)

XV. Mistura de proteina de OVA e H7 mal-dobrada similar a
amildide, desnaturada com calor (10,5 pg/ml em PBS) lote 2 05-2006CS

XVI. Conjugado de OVA-H7 mal-dobrado similar a amiléide,
desnaturado com calor (10,6 pg/ml em PBS) lote 2 05-2006CS

XVII. Estoque II de H7, 603 pg/ml (A/Netherlands/219/03,
Protein Sciences Corp., Meriden, CT, E.U.A.; nimero de catalogo 3006, lote
112305, tamponador: 10 mM de Na-HPO,, pH 7,0, 150 mM de NaCl)
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Montagem experimental: preparacio de vacina e vacinagio

Para a preparagdo de doses de vacinas de coquetel, preparou-se
duas solugdes; 1. 20 pg/ml de cada um dos antigenos ndo-adjuvantados, 2. 2
pug/ml de H7 mal-dobrada e 19 pg/ml de cada um dos outros antigenos
adjuvantados com beta cruzada. Os estoques de coquetel de 2 pg/ml de
antigeno foram preparados por meio de diluigdo de décupla destes estoques
(solugdo 3. e 4.). As vacinas com 10 pg/ml de antigeno ndo-adjuvantado / 10
ug/ml de antigeno adjuvantado com beta cruzada e com 1 pg/ml de antigeno
ndo-adjuvantado / 1 pug/ml de antigeno adjuvantado com beta cruzada, foram
preparadas por meio de misturagdo na proporgdo de 1:1 de solugdes 1. e 2., ou
3. e 4., respectivamente (solugdo 5. e 6.).
Solu¢io 1.
Antigenos L, II1, V, VIII, XI e XVII em PBS
Solugio 2.
Antigenos I1, IV, VI, VII, IX, X, XII, XIII, XV e XVI em PBS

Para imuniza¢des usou-se camundongos GAnNHSd/BalB
fémeas com de 7 a 9 semanas de vida (BalB/C, Harlan; seis grupos de cinco
camundongos) (Animal Facility 'Gemeenschappelijk Dierenlaboratorium'
GDL, Utrecht University, Paises Baixos). Apds aproximadamente uma
semana de adapta¢do ao ambiente extraiu-se sangue para coleta de soro pré-
imune no dia -4. No dia 0 cada camundongo recebeu uma vacinagéo injetada

subcutaneamente de 500 pl de acordo com o esquema a seguir:

grupo a coquetel de antigeno ndo-adjuvantado a 100 %, 10
pg/antigeno/camundongo (controle)

grupo b coquetel de antigeno ndo-adjuvantado a 50 % /adjuvantado com beta
cruzada a 50 %, 10 pg/antigeno/camundongo

grupo ¢ coquetel de antigeno adjuvantado com beta cruzada a 100 %, 10
pg/antigeno/camundongo

grupo d coquetel de antigeno ndo-adjuvantado a 100 %, 1
pg/antigeno/camundongo (controle)

grupo e coquetel de antigeno n3o adjuvantado a 50 %f/antigeno adjuvantado
com beta cruzada a 50 %, 1 pg/antigeno/camundongo

grupo f coquetel de antigeno adjuvantado com beta cruzada a 100 %, 1
pg/antigeno/camundongo
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Determinacio de titulacio de anticorpos anti-antigeno com ELISA

Como soros obtidos no dia 21 apds a vacinagdo, titulagdes de
anticorpos desenvolvidas contra cada um dos componentes do coquetel de
vacina foram avaliadas empregando-se técnicas de ELISA convencionais. O
protocolo foi como descrito para o conjugado de CL3-KLH. Para cada grupo
de camundongos a-f, soros foram combinados e preparou-se dilui¢des seriais
em PBS/0,1 % Tween20. Antigenos revestidos sdo dados abaixo. Dilui¢des
seriais de anticorpos de controle reconhecendo peptidio CL3, E2, HS ou H7
sdo usadas como controle positivo nos ELISAs. H5 e H7 foram revestidas a
2,5 pg/ml, solugdo de consumo de E2 de Cedi-Diagnostics foi diluida 100
vezes antes do revestimento, peptidio CL3 foi revestido a 10 pug/ml.
Solucdes de proteina usadas como antigeno em ELISAs de titula¢io de
anticorpos

- antigeno E2 liofilizado, reconstituido de acordo com a
recomendagio do fabricante (Ceditest CSFV, Cedi-Diagnostics B.V.,,
Lelystad, Paises Baixos)

- H5, 83 pg/ml de H5 (A/Vietnam/1203/2004(H5N1), Protein
Sciences Corp., Meriden, CT, E.U.A.), nimero de catalogo 3006, lote 45-
05034RA-2, tamponador: 10 mM de Na-HPO,, pH 7,0, 150 mM de NaCl

- H7, 603 pg/ml de H7 (A/Netherlands/219/03, Protein
Sciences Corp., Meriden, CT, E.U.A.), numero de catdlogo 3006, lote 112305,
tamponador: 10 mM Na-HPO,, pH 7,0, 150 mM de NaCl

- peptidio CL3 (fragdo a 4°C, lote BB1, Ansynth Service B.V.,
Roosendaal, Paises Baixos) NH, - CSNDVSWHEWKRMYNKEYNG -
COOH (peptidio CL3 com extensdo Cys N-terminal)

- OVA, 10 mg/ml em PBS (estoque 060613NH-4°C; niimero
de catalogo A-5503, lote 14H7035, Sigma)

- DOVA, 10 mg/ml em PBS (estoque 060613NH-4°C),

desnaturada com calor
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Materiais usadas para ELISAs de titulagdo

- placas de ELISA Microlon de alta ligagdo (Greiner, nimero
de catalogo 655092)

- tamponador de revestimento: 50 mM de NaHCOs, pH 9,6

- Reagente de Bloqueio (Roche, numero de catdlogo
11112589001)

- tamponador de lavagem: 50 mM de Tris, 150 mM de NaCl,
0,1 % Tween20, pH 7,3

- soros de camundongo de animais individuais, coletados no
dia -4 e dia 28 apds a vacinag¢do

- soro de camundongo anti-HSN1 ('ID-Lelystad (Dr L.
Cornelissen) H5N1, gr5, 40106, 2.02.24150.00, nd2579jet, 180 pl) -> soro
anti-H5 de controle

- anticorpo anti-E2, conjugado com HRP (Art. 7610384, lote
06C052, Cedi Diagnostics B. V., Lelystad, Paises Baixos)

- soro anti-CL3, camundongo (ID-Lelystad (A. Antonis)
YM30 I1I, clic7e8) -> soro anti-CL3 de controle

- albumina de ovo (OVA) anti-galinha de fluido de ascites de
camundongo, clone OVA- 14, IgGl, (Sigma, A6075, lote 074K4768 ->
ascites anti-OVA de controle

- soro anti-H7N7 de camundongo (‘muis-anti-H7N7, dpi: 14
groep 6, 040106', ID-Lelystad, Dr L. Cornelissen) -> soro anti-H7 de controle

- tamponador de ligagdo: 140 mM de cloreto de sodio, 2,7 mM
de cloreto de potassio, 10 mM de hidrogénio fosfato de sédio, 1,8 mM de
diidrogénio fosfato de potassio, pH 7,3 (PBS) com 0,1 % de Tween20

- imunoglobulinas anti-camundongo de coelho conjugadas
com peroxidase (RAMPO, P0260, DAKOCytomation, Glostrup, Dinamarca)

- PBS

- H,0,: 35 % vol/vol (Merck, Darmstadt, Alemanha)
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- OPD: 1,2-fenilenodiamina (Merck, nimero de catalogo
1.07243.0050, lote L937543-84)

- citrato/fosfato tamponador pH 5,0

- 10 % vol/vol H,SO4 em H,O

- espectrofotdmetro Spectramax para leituras A49onm
Resultados
Titulacdes anti-antigeno em soros de camundongos no dia 28 apods a
vacinac¢ao

Camundongos Balb/c foram imunizados com uma vacina de
coquetel com 1 ou 10 pg de antigenos/animal. O cbquetel continha E2, CL3,
HS, H7 e OVA, e/ou contrapartes mal-dobradas similares a amiléide.
Diferencas no teor de estrutura beta cruzada entre as vacinas para os seis
grupos de camundongos sdo ilustradas na Figura 11. A propriedade de
incrementar a atividade de tPA/plasminogénio foi avaliada com coquetéis de
antigeno compreendendo 20 ug/ml de cada um dos antigenos, com 0, 50 ¢ 100
% de conformagdo de proteina com dobramento incorreto similar a amiloide,
respectivamente. Estes teores relativos de proteina com dobramento incorreto
sdo refletidos na capacidade de ativar tPA, que segue a mesma ordem. Que a
solugdio de coquetel de antigeno ndo-tratada a 100 % também ativa tPA até
certo grau ¢ explicada pelo fato de-que pelo menos peptidio ndo-tratado CL3,
H5 ¢ OVA apresentam algumas caracteristicas da presenga de um pequeno
teor de estrutura beta cruzada mesmo sem tratamento para induzir referidas
caracteristicas. A mesma ordem de sinais, como se vé no ensaio de ativa¢do
de tPA, é observada com dilui¢des de 10 vezes dos coquetéis em ensaios de
vermelho Congo e fluorescéncia de ThT (Figura 11B, C).

Com soros de camundongo combinados que foram coletados
no dia 28 apos a vacinagio, determinou-se na montagem de ELISA descrita as
titulagdes contra cada um dos antigenos ndo-tratados individuais presentes na

vacina de coquetel. Adicionalmente, titulagdes contra DOVA também foram
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testadas para verificar se s3o capazes de analisar a eficicia da OVA
adjuvantada com estrutura beta cruzada mal-dobrada similar a amiléide.

Nio se encontrou titulagdes nos soros contra peptidio CL3
livre revestido ou contra H5 n#o-tratado. TitulagGes serdo analisadas
novamente pelo menos 14 dias apds os camundongos terem recebido uma
segunda dose dos antigenos, o que pode, neste caso, ser necessario para se
obter uma titulagdo detectavel.

Titulagdes similares foram desenvolvidas contra H7 néio
tratada e a mistura a 1:1 de H7 nio-tratada e H7 adjuvantada com beta
cruzada, em ambas as doses de 1 e 10 pg/animal (mostrado para a dose de 10
pg/animal na Figura 12A). A presenga de uma quantidade razoavel de
moléculas de H7 com conformag¢do de estrutura beta cruzada similar a
amiléide na solugdo de consumo de H7 ndo-tratada (ver Figura 9F, G) explica
a imunogenicidade observada.

Quando titulagdes desenvolvidas contra antigeno de E2
revestido sdo determinadas apds uma vacinagdo de dose unica, camundongos
que receberam 5 ou 10 pg de E2 adjuvantada com beta cruzada, expresso em
células HEK293E, desenvolveram uma titulagdo (Figura 12B).
Aparentemente, apos uma dose unica, nenhuma titulagéo € elicitada quando
camundongos sdo vacinados com 1 pg de E2/animal apenas. E interessante
observar que, quando camundongos sdo imunizados com E2 mal-dobrada 100
% similar a amildide expresso em células HEK293, compreendendo uma
extensdo marcador FLAG carboxi - marcador His (grupo c), desenvolve-se
ainda uma titulacdo de anticorpo contra a E2 nio-tratada expressa em células
Sfl1. Estas observagdes demonstram o uso benéfico da adjuvantagéo por meio
da tecnologia de estrutura beta cruzada. Importante observar que sem o uso de
um adjuvante, nenhuma titulagdo foi elicitada quando se usou E2 néo-tratada
como o antigeno. Com E2 beta cruzada adjuvantada a 50 ou 100 %

desenvolveram-se, contudo, titulacbes, sem o uso de um adjuvante. Nos seis
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coquetéis de antigeno, inclui-se OVA devido a suas caracteristicas
imunogénicas. Grupo a e d contém 20 e 2 pg de OVA/ml, grupo ¢ e f contém
20 e 2 pg/ml de DOVA e uma quantidade adicional de DOVA devido ao uso
de conjugados OV A-antigeno mal-dobrados. Dos experimentos mostrados na
Figura 9A e B ja foi possivel aprender que OVA compreende uma quantidade
relativamente pequena, embora ndo desprezivel, de estrutura beta cruzada,
quando comparado com DOVA. Dos ensaios de imuniza¢do, aprende-se
agora que esta pequena quantidade ndo pode elicitar uma titulagdo anti-OVA
ou anti-DOVA (Figura 12C, D). Em contraste, DOVA em coquetéis de vacina
b, c e e elicita ambas as titula¢des, anti-DOVA e anti-OVA. Esta claro que se
obtém uma titulagdo mais potente contra OVA, quando OVA ¢ parte do
coquetel de antigeno (grupo b comparado com grupo c; grupo € comparado
com grupo f (nenhuma titulagdo). Quando se usa 10 ou 20 ug/ml de DOVA,
atinge-se titulagdes mais altas do que com 1 ou 2 pg/ml de DOVA. Estas
observagdes mostram que DOVA compreendendo teor incrementado de
estrutura beta cruzada, é um estimulador mais potente de imunogenicidade do
que OVA, que s6 contém um teor menor de estrutura beta cruzada.
Adicionalmente, esta claro que OVA sozinha ndo elicita uma titulagdo contra
OVA ou DOVA, enquanto que quando DOVA e OVA sdo combinadas,
obtém-se as titulagdes mais altas contra ambas as ocorréncias do antigeno.
Quando se compara as titulagdes desenvolvidas com coquetel de antigeno a e
c, esta claro que a formagdo de conformago de proteina com dobramento
incorreto similar a amiléide compreendendo estrutura beta cruzada em OVA ¢
suficiente para desenvolver titulagdes anti-antigeno, sem o uso de um
adjuvante. Isto proporciona evidéncia direta para a propriedade adjuvante de
estrutura beta cruzada e a tecnologia de 'adjuvantagdo por meio de estrutura
beta cruzada'. Isto consubstancia o potencial imunogénico da conformagio de
estrutura beta cruzada, que pode ser adotada virtualmente por qualquer

polipeptidio, irrespectivamente da seqiiéncia de aminodcidos ou do
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comprimento da seqiiéncia. Mais especificamente, este exemplo de
OVA/DOVA demonstra que a combinagdo de antigeno ndo-tratado com
antigeno beta cruzada proporciona um estimulador potente do sistema
imunolégico.
Exemplo 12

Adjuvantagiio de estrutura beta cruzada de uma vacina de
subunidade de H5 e vacina de subunidade de H7 induz maiores titulagdes de
anticorpos e vacinagdo de H5 de beta cruzada protege camundongos contra
exposi¢do a dose letal de virus da gripe aviaria (AIV) H5N1

Estudo de vacinagdo de camundongos com uma vacina de
subunidade de HS
Objetivo

Determinacdio de se wuma vacina de subunidade
compreendendo antigeno de H5 do AIV com conformagdo de proteina com
dobramento incorreto similar a amiléide (H5 adjuvantada com estrutura beta
cruzada) elicita titulagdes de anticorpos e protege camundongos contra uma
exposicdo ao ATV H5N1.
Introducao

Influenza, em particular influenza causada por influenza de
subtipo A (H5N1) impde uma ameaga pandémica importante. Por esta razéo,
manter a satide publica requer prevenir ou tratar a disseminagdo e infecgéo
com AIV, em particular HSN1. A chave para se atingir estes objetivos € o
desenvolvimento de vacinas seguras e efetivas. Ha dois géneros de virus de
influenza: um incluindo os virus de influenza A e B, e o outro os virus de
influenza C. Influenza B e C sfo virus humanos, enquanto que influenza A
replica e circula em uma ampla faixa de hospedeiros aviarios e mamiferos.
Destes, os virus de influenza A geralmente causam os problemas mais sérios,
tanto economicamente como em termos de saude humana. Virus de influenza

A apresentam genomas segmentados de RNA de sentido negativo de
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filamento simples, que s3o encapsulados por uma nucleoproteina codificada
viralmente. O virus codifica dois importantes antigenos de superficie viral,
glicoproteina de hemaglutinina (HA ou H) e neuraminidase (NA ou N). Os
antigenos de superficie viral HA e NA séo classificados sorologicamente em
subtipos; até hoje identificou-se 15 subtipos HA e 9 NA na natureza. Todos os
subtipos circulam ubiqiiamente em aves aquaticas selvagens, como patos, e
estes hospedeiros avidrios proporcionam o reservatorio natural par todos os
virus de influenza A. Nestas espécies, infec¢des localizam-se geralmente no
trato intestinal, e altas concentra¢des de virus sdo desprendidas nas fezes sem
causar doenca. A HA ¢ responsavel pela ligagdo de particulas de virus a
receptores de superficie celular contendo acido sidlico e, apds endocitose, pela
mediac¢do de fusdo das membranas viral e celular. E uma glicoproteina de
membrana de tipo I contendo uma seqiiéncia-sinal que ¢ removida apos a
tradugdo, um dominio de 4ncora de membrana proximo da ponta carboxi, e
uma curta cauda citoplasmatica. A HA ¢ sintetizada como um precursor de
aproximadamente 75 kDa que se associa ndo-covalentemente como homo-
trimeros. Os polipeptidios precursores sdo clivados, ap6s a tradugdo, em um
radical arginina conservado, em duas subunidades, que sdo ligadas por uma
Unica ponte dissulfeto. HA € o principal antigeno de vacina.

Portanto, até o presente, todas as vacinas de influenza
correntemente licenciadas sdo geradas em ovos de galinha embrionados.
Diversas desvantagens bem reconhecidas do uso de referidos ovos como o
substrato para a produgio de vacina de influenza incluem a vulnerabilidade
potencial do suprimento de ovos, o longo tempo requerido para aumentar a
escala da produgdo de ovos, e a necessidade de adaptar novas variantes para
crescimento de alto rendimento em ovos, um processo que pode ser demorado
e nem sempre bem sucedido. Adicionalmente, crescimento em ovos pode
resultar na selegdo de variantes de receptor que podem ser ndo ser 6timas para

a protegdo contra cepas circulantes. Além disso, estudos recentes em humanos
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indicaram que uma abordagem usando uma vacina de influenza A de
subvirion (H5N1) inativada pode resultar em respostas de anticorpo no soro,
incluindo a formagdo de anticorpos neutralizadores, mas mostraram que a
resposta foi incompleta e requer quantidades substanciais de antigeno 57 A
freqiiéncia de resposta de anticorpo foi a maior entre sujeitos que recebem
doses de 45 ug ou 90 pg. Entre aqueles que receberam duas doses de 90 pg,
titulagdes de anticorpos de neutralizagdo atingiram 1:40 ou mais de 54
porcento, e titulagdes de inibigdo de hemaglutinagdo atingiram 1:40 ou mais
de 58 porcento. Titulagdes de neutralizagdo de 1:40 ou maiores foram
observadas em 43 porcento, 22 porcento, e 9 porcento dos sujeitos que
recebem duas doses de 45, 15, e 7,5 pg, respectivamente. Ndo se observou
respostas em pacientes de placebo. Portanto, vacinas de influenza precisam
ser aperfeigoadas.

Um método alternativo para a produgéo de vacina de influenza
é a expressdo do antigeno de vacina principal, HA, por meio de técnicas de
DNA recombinante. Em um estudo recente, avaliou-se uma vacina de
subunidade contendo uma HA (H1 e H3), derivada de subtipos
A/Panama/2007/99 (H3N2), A/New Caledonia/20/99 (HIN1), e B/Hong
Kong/330/2001, e produzida em células de insetos por meio de um
baculovirus recombinante ®. Esta alternativa evita a dependéncia de ovos, € a
expressio eficiente de proteina, neste caso usando um sistema de expressdo de
baculovirus. Vacina de HA expressa em baculovirus foi segura e, comparada
com vacina de influenza inativada trivalente, induziu melhores respostas de
anticorpo no soro ao componente H3 quando administrada em doses de 45 pg
ou 135 pg de cada HA. Ainda assim, mesmo quando se administrou 135 pg, o
numero de responsores ndo foi completo (entre 16 e 88 %, dependendo do
subtipo e da quantidade de vacina administrada). Estes estudos usaram
vacinas sem adjuvante, porque ndo ha adjuvante bom para uso com uma

vacina de influenza.
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O objetivo do presente estudo foi avaliar se adjuvantagdo de
uma vacina de subunidade de HA com estrutura beta cruzada resulta em
melhor imunogenicidade, e se referida vacina protege camundongos da
exposi¢do ao ATV H5NI1.

Materiais e métodos
Imunizac¢ao

Usou-se oitenta e oito camundongos Balb/C fémeas.
Camundongos foram alojados nas instalagdes de ID-Lelystad, Paises Baixos.
Os camundongos tinham aproximadamente seis semanas [de vida] no inicio
do estudo. Camundongos foram alocados randomicamente a um grupo de
vacina ou grupo de controle, cada um dos 11 grupos compreendia oito
animais. O animais foram deixados com comida (2185 RMH/B) e bebida a
vontade.

Para imunizag¢bes de camundongos com HS5 ndo-tratada e
solucdo de consumo de H5 de beta cruzada usada para formulagdo de vacina,
a soluc¢do de consumo de H5-beta cruzada usada para formula¢do de vacina
foi o estoque de H5 recombinante a 236 pg/ml em PBS (lote 1 210406CS,
cepa A/Vietnam/1203/2004) para a primeira vacinagdo, e a solu¢do de H5 a
140 pg/ml em 25 mM de Tris pH 8,2, 500 mM de NaCl (lote 2 fragdo X
240506CS) para a segunda vacinagdo. Para formulagdes de vacina usou-se
trés preparagdes de H5 mal-dobrada similar a amiléide numa relagdo a 1:1:1
(ver abaixo). Para cinco grupos de camundongos (oito animais em cada
grupo), formulou-se as seguintes preparagdes, para doses de 5 pg H5/animal:

-> grupo 2, H5 ndo-tratada a 100 %

-> grupo 3, H5 ndo-tratada a 67% HS / H5 mal-dobrada a 33 %

-> grupo 4, H5 ndo-tratada a 33 % / H5 mal-dobrada a 67 %

> grupo 5, HS mal-dobrada a 100 %

Para imuniza¢des de camundongos com vacina de H7 de

subunidade de gripe aviaria, vacinas foram formuladas usando-se H7 lote 2
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(160506CS, 10,5 pg/ml em PBS). Para formulagdes de vacina
compreendendo H7 mal-dobrada similar a amildide, usou-se a H7 de beta
cruzada obtida com métodos de dobramento incorreto I e II. H7 livre foi mal-
dobrada, e também H7 misturada com OVA e H7 conjugada com OVA
usando-se acoplamento de EDC/NHS.

No dia 0 e 21 os camundongos foram imunizados
subcutaneamente com 0,5 ml de amostra de teste, na nuca (dia 0) e do lado
esquerdo (dia 21). Grupo TO1 (controle, #1.1-1.8) recebeu amostra de teste 1
(4gua, placebo), grupo T02 (#2.1-2.8) recebeu amostra 2 (5 pg de H5 néo-
tratada), grupo T03 (#3.1-3.8) recebeu amostra 3 (HS ndo-tratada combinada
com 33 % de H5 de beta cruzada modificada com o método I, II, III), grupo
TO04 (#4.1-4.8) recebeu amostra 4 (H5 nio-tratada combinada com H5 de beta
cruzada a 66 % modificada com o método I-III), grupo TOS5 (#5.1-5.8)
recebeu amostra 5 (HS de beta cruzada a 100 % modificada com o método I-
III), grupo T06 (#6.1-6.8) recebeu amostra 6 (0,5 pg de H7 ndo-tratada),
grupo TO7 (#7.1-7.8) recebeu amostra 7 (H7 ndo-tratada combinada com H7
modificada com beta cruzada a 33 % modificada com o método I, II), grupo
TO8 (#8.1-8.8) recebeu a amostra 8 (H7 ndo-tratada combinada com H7 de
beta cruzada a 33 % modificada com o método I, II), grupo T09 (#9.1-9.8)
recebeu amostra 9 (H7 de beta cruzada a 100 % modificada com o método I,
II), grupo T10 (#10.1-10.8) recebeu amostra 10 (vacina, Gallimune® FLU
H5NO9, lote F38785C, compreendendo virus da gripe avidria inativado (H5NO,
cepa A/Turkey/Wisconsin/68) e grupo T11 (#11.1-11.8) recebeu amostra 11
(H7 ndo-tratada adjuvantada com Specol). No caso de H5, em todos os casos
administrou-se 5 pg de H5 ao todo (ndo-tratada combinada com modificada)
em PBS. No caso de H7, em todos os casos administrou-se 0,5 pg de H7 ao
todo em PBS.

Exposi¢ao

No dia 24, camundongos (grupos TOI1, T03 e T10) foram
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expostos por meio de inoculagdo intranasal com 50 pl compreendendo uma
dose de 20 LDsq (2*10°> TCID50/ml) de AIV HSN1 A/156/97/HK.
Avaliacao e exame

Durante o curso de todo o estudo, os animais foram
monitorados uma vez por dia (escore clinico de 0-4, mortos, sendo que (O) é
definido como saudavel, (1) é definido como um pelo aspero, vital, (2) pele
aspera, enrolada, menos reativa, passiva durante o manuseio, (3) ¢ definido
como pélo aspero, enrolado, respiragdo acelerada, menos reativa, passiva
durante o manuseio, € (4) € definido como pelo aspero, enrolado, respiragéo
acelerada, menos reativa, passiva durante o manuseio, incapaz de virar-se
quando deitado de costas). O escore total foi obtido multiplicando-se o escore
pelo niimero de animais por este escore. O numero de animais que sofrem de
problemas respiratorios foi calculado contando-se o numero de animais em
cada grupo com um escore de 3.

Amostras de sangue para coleta de soro foram retiradas da veia
caudal no dia 0, 21, 33, 42 (exposi¢do) e 56. Deixou-se o sangue coagular e
obteve-se subseqiientemente o soro apods centrifugagdo (5 minutos a 3500
rpm). Soros foram armazenados a -20°C.

Titulagdes de anticorpos anti-HS e titulagdes de anticorpos
anti-H7 foram avaliadas com soros de camundongo coletado no dia -1 e dia
33, doze dias apds a segunda vacinagdo com a mesma dose de 5 pg de
H5/animal ou 0,5 pg de H7/animal. O antigeno de HS usado para vacinagdes
foi expresso em células HEK293E e compreendeu uma extensdo de marcador
FLAG carboxi-terminal - marcador His. Para determinagbes de titulagdes
usou-se o antigeno de HS5 da mesma cepa HS5NI1 adquirido da Profein
Sciences Corp. Para determinagdes de titulagdes relativas a anticorpos anti-
H7, adquiriu-se H7 recombinante da mesma cepa (A/Netherlands/219/03) da
Protein Sciences Corp.

Como soros coletados no dia -1 e 33 de camundongos,
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realizou-se determinac¢des de titulagdo com relagdo a OVA. Para este fim,
soros dos oito animais em um grupo foram combinados. Usou-se combinados
de soros combinados coletados no dia -1 como o controle negativo.
Resultados

Oitenta e oito camundongos (11 grupos com 8 animais em
cada grupo) foram usados para o estudo. Cada camundongo foi vacinado no
dia 0 e 21 com placebo (agua, grupo TOl) ou uma vacina de subunidade
contendo glicoproteina H5 ou H7 estrutura produzida recombinantemente
(grupos T02-T09, T11) ou uma vacina de virus HSN9 inativado (grupo T10).
Camundongos em trés grupos (T01, T03 e T10) foram expostos no dia 42 por
meio de inoculagdo intranasal com 50 pl compreendendo uma dose de 20
LDs, (2*%10° TCID50/ml) de ATV HSN1 A/156/97/HK.

Na Figura 13A e B mostra-se determinagdes de titulagdes com
soros de camundongo combinados coletados no dia 33 e com antigeno de H5
ou H7 nativo revestido de uma fonte diferente.

Soro coletado do grupo TO1, que recebeu vacina de placebo
(i.e. 4gua), ndo contém anticorpos anti-H5 ou anti-H7. Nos camundongos que
foram vacinados com varias vacinas de HS, grupos que receberam H5 nio-
tratada sem adjuvante (T02) ou HS de beta cruzada adjuvantada a 100 %
desenvolveram titulagdes menores, se comparado com titulagdes obtidas apds
vacinagdo com H5 de beta cruzada adjuvantada a 33 % ou 67 %. Estas duas
ultimas vacinas foram tdo potentes quanto vacina de HSN9 inativado com
relagdo a titulagdo elicitada (Figura 13A). Estes resultados demonstram que,
incluindo-se antigeno adjuvantado com beta cruzada antigeno na vacina de
H5 obtém-se uma resposta imune comparavel com vacina de virus inativado
adjuvantada convencionalmente. Antigeno de H5 adjuvantada com beta
cruzada a 100 % € uma por¢do menos imunogénica em comparagdo com
vacinas compreendendo uma fragdo de antigeno adjuvantado com beta

cruzada juntamente com antigeno ndo-tratado/ndo-adjuvantado. Com base nas
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titulagdes, grupos TO1, TO3 e T10 foram submetidos a um experimento de
exposi¢do a virus HSN1.

Com soros individuais de camundongos de grupos TOI
(placebo), T03 (HS adjuvantada com beta cruzada a 33 %) e T10 (vacina de
virus H5N9 inativado), que foram submetidos a exposi¢do ao virus H5NI,
determinou-se titulagdes contra H5 nativa adquirida da Protein Sciences
Corp. (H5 usada para vacinagdo foi produzida no préprio laboratorio em
células HEK293E). Na Figura 13E e F titulagdes sdo ilustradas para T03 e
T10. Ndo se observou titulagdes maiores do que as obtidas com soro pré-
imune combinado (nfo mostrado). Para T03, desenvolveram-se titulagdes em
camundongos individuais aproximadamente na ordem camundongo 5 =6 =7
>8> 1=2=4>3>combinado pré-imune = nenhuma titula¢do. Para T10, a
ordem é camundongo 6 >2 =4 >3 =8> 1=5>7> combinado de soro pré-
imune = nenhuma titulagdo. Estas diferengas na intensidade da resposta imune
sdo refletidas no grau de prote¢do contra exposi¢do a virus H5N1.

Para o estudo de H7, a ordem de intensidade das titulagGes de
anticorpos anti-H7 elicitadas foi de H7/Specol > H7 de beta cruzada a 33 % >
H7 de beta cruzada a 67 % > H7 ndo-tratada/nfo-adjuvantada ~ 100 % H7 de
beta cruzada ~ placebo. Assim, novamente, estd claro que H7 adjuvantada
com estrutura beta cruzada é uma vacina efetiva quando se considera
titulagdes de anticorpos. Novamente, de forma similar a H5, antigeno nao-
tratado/ndo-adjuvantado e antigeno adjuvantado com beta cruzada a 100 %
sem o uso de antigeno nativo s30 menos imunogénicos em comparagdo com
vacinas compreendendo antigeno adjuvantado com beta cruzada a 33 % ou 67
%.

Na Figura 13C, considera-se titulagdes contra OVA em soros
combinados obtidos no dia 33 ap6s a vacinagdo com placebo ou H5
adjuvantada com beta cruzada ou H5 néo-tratada/ndo-adjuvantada. Para OVA,

a ordem de titulagbes anti-OVA desenvolvidas é H5 adjuvantada com beta
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cruzada a 100 % > H5 adjuvantada com beta cruzada a 67 % > HS
adjuvantada com beta cruzada a 33 % > H5 ndo-tratada/ndo-adjuvantada ~
soro pré-imune. As vacinas formuladas com HS5 adjuvantada com beta
cruzada a 33, 67 e 100 % compreendem uma quantidade crescente de OVA
mal-dobrada similar a amiléide (DOVA). Quando se considera OVA,
antigeno dobrado inativamente ndo precisar ser parte da formulagdo de
vacina. Aparentemente, em DOVA uma densidade razoavel de epitopos
similares a nativos é exposta, a que titulagdes de reagdo cruzada sdo
elicitadas. Os resultados provam, portanto, que antigenos com estrutura beta
cruzada sfo vantajosos para uso em vacinas para elicitar uma resposta imune
desejada contra um antigeno nativo.

Em conjunto, estes estudos mostram que boas titulagbes de
anticorpos sdo obtidas com o uso de estrutura beta cruzada como adjuvante,
sem a necessidade de incluir um adjuvante convencional na formulagdo de
vacina. (Embora ndo necessario, evidentemente também ¢ possivel usar uma
combinagdo de um adjuvante de estrutura beta e um adjuvante convencional,
opcionalmente numa dose menor do que doses convencionais, em alguns
casos) em camundongos nio-vacinados os primeiros sinais clinicos foram
observados 3 dias ap6s a infecgdo. Os sinais foram observados até o término
do estudo. Do dia 7 todos os animais no grupo ndo vacinado sofreram de
sintomas respiratorios. Seis de 8 animais morreram ou precisaram ser
eutanizados antes do término do estudo. Um animal morreu no dia 1 apds a
infeccdo, sem sinais de doenga. Todos os animais vacinados sobreviveram a
exposi¢do (Figura 13D). Quando da vacinagéo com Gallimune® FLU H5N9,
grupo T10, nem todos os sinais de infecgdo puderam ser prevenidos, mas
nenhum dos animais sofreu de sintomas respiratorios. De maneira similar,
vacinacdo com HS5 adjuvantada com beta cruzada H5 resultou em uma
diminuicdio dos sintomas respiratorios. Com ambos os regimes de vacina,

todos os camundongos recuperaram-se completamente. Observou-se efeitos
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adversos em todos os camundongos quando da vacinagdo e exposi¢do a
vacina comercialmente obtenivel (Tabela 25).

Tabela 26 mostra os escores clinicos apds exposi¢éo. Tabela
27 mostra o escore de sintomas respiratorios. Tabela 28 mostra mortalidade
quando da exposi¢do a H5N1. Titulagdes de anticorpo de hemaglutinina sé&o
mostradas na Tabela 29.

Combinados, estes estudos mostram que a adi¢do de HS ou H7
adjuvantada com beta cruzada a uma vacina incrementa as titulagbes de
anticorpos e que vacinagdo de camundongos com H5 adjuvantada com beta
cruzada reduz sintomas clinicos e protege camundongos da morte como uma
conseqiiéncia de infecgdo com HS5N1. Assim, a adi¢do de estrutura beta
cruzada permite imunogenicidade protetora.

Exemplo 13

Vacina de subunidade de E2 adjuvantada com estrutura beta cruzada
protege porcos de morte apos exposi¢io a dose letal de Virus da Febre
Suina Classica

Estudo de vacinagfio de porcos com uma vacina de subunidade
de E2
Objetivo

Determinagdo se uma vacina de subunidade compreendendo
antigeno de E2 com conformagdo de proteina com dobramento incorreto
similar a amiléide elicita titulagdes de anticorpos e protege porcos de uma
dose letal de virus da febre suina cldssica virus da febre suina classica.
Introducao

Febre Suina Classica (CSF, sindnimo de cdlera dos porcos) €
uma doenga suina contagiosa e freqiientemente fatal, caracterizado por febre,
hemorragias, ataxia, e imunossupressdo. O agente causativo ¢ virus da febre
suina classica (CSFV), um membro do género Pestivirus da familia

Flaviviridae. Em muitos paises europeus, o virus ndo endémico, porém
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periodicamente ocorrem surtos de CSF, e podem causar grandes perdas
econdmicas. Apds infecgdo com CSFV, anticorpos sdo desenvolvidos contra
as glicoproteinas estruturais E2 e Erns, e a proteina ndo-estrutural NS3, E2 € a
proteina de envelope do CSFV mais imunogénica e induz uma resposta de
anticorpo neutralizador em porcos. Vacinas baseadas no CSFV inativado
induzem uma resposta imune rapida e protetora. No entanto, uma
desvantagem destas vacinas € que soros de animais vacinados ndo podem ser
distinguidos de animais infectados. Uma vacina de subunidade contra CSFV
foi desenvolvida com base nesta glicoproteina de envelope E2’. Esta vacina
de subunidade é, portanto, uma vacina marcadora potencial, porque
discriminago entre porcos vacinados e infectados pode basear-se na detecg¢do
de anticorpos contra Ermns e/ou NS3. A vacina de subunidade contém E2
produzida em células de insetos foi testada quanto a seguranga e eficacia 10,
Esta Vacina de subunidade baseada em E2 produz uma resposta imune
protetora, embora menos rapida. Assim, deseja-se algum melhoramento para
obter uma resposta imune mais rapida.
Materiais e métodos
Preparacio de vacinas

Seis grupos de seis porcos foram imunizados com 32 pg de E2
recombinante/animal ou com placebo (H,O, Grupo de teste TO1). Para uma
primeira vacinagdo, usou-se E2 nfo-tratada, E2 mal-dobrada por via térmica
ciclica (Método do dobramento incorreto I) e alquila-E2 (Método do
dobramento incorreto IV) (lote 1 200406RS, 285 pg/ml em PBS) nas

seguintes relagdes:

Grupo 1 placebo (H,0)

Grupo 2 E2 n3o-tratada a 100 %

Grupo 3 E2 mal-dobrada a 50 % (Método I)/E2 ndo-tratada
a50%

Grupo 4 alquila-E2 mal-dobrada a 50 % (Método IV)/E2
ndo-tratada a 50 %

Grupo 5 E2 mal-dobrada a 25 % (Método I)/alquila-E2 mal-
dobrada a 25 % (Método IV)/E2 ndo-tratada a 50 %

Grupo 6 E2 adjuvantada com emulsdo dgua-6leo

Para a segunda imunizag@o no dia 21 usou-se novamente E2
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recombinante expressa por células Sf1, agora do lote 2 030506RS, 280 pg/ml
em PBS. E2 foi mal-dobrada usando-se quatro métodos de dobramento
incorreto (ver acima). Para formula¢des de vacina, usou-se uma solugdo com
uma relagfo a 1:1:1:1 das quatro prepara¢des de E2 mal-dobrada, com uma
concentragdo final de E2 de 225 pg/ml em PBS. Grupos de Teste de Porco 1,
2 e 6 (TO1, T02, T06) receberam a mesma vacina que durante a primeira
vacinagdo. Agora, para a segunda vacinagio, vacinas para Grupos de Teste de
Porco 3, 4 e 5 (T03, T04, T05) compreenderam 25 %, 50 % e 75 % da E2
adjuvantada com beta cruzada. A dose foi novamente de 32 pug de E2/porco.
Imunizacio

Usou-se trinta e seis porcos machos. Porcos foram alojados
nas instalagdes da ID-Lelystad, Paises Baixos. Os porcos tinham
aproximadamente 6 semanas de vida na vacinagdo, e eram livres de
anticorpos contra CSFV, e outros pestivirus. Porcos foram alocados
randomicamente a um grupo de vacina ou grupo de controle, cada um destes 6
grupos (n=6) foi alojado em uma unidade isolada sob condi¢bes de alta
contenc¢do. Os animais foram alimentados, e podiam beber 4gua a vontade. No
dia 0 e 21 os porcos foram imunizados por via intramuscular com 2,0 ml de
amostra de teste, uma vez na coxa esquerda e uma vez na coxa direita,
aproximadamente 2 c¢cm atras da orelha. Para a primeira imunizag¢do, grupo
TO1 (controle, animais #114-119) receberam amostra de teste 1 (4gua), grupo
T02 (#120-125) receberam amostra 2 (32 pg de E2 ndo-tratada), grupo T03
(#126-131) receberam amostra 3 (16 ug de E2 ndo-tratada combinada com 16
ug de E2 adjuvantada com método de beta cruzada I), grupo T04 (#132-137)
recebeu amostra 4 (16 pg de E2 ndo-tratada combinado com 16 pg de E2
adjuvantada com método de beta cruzada IV), grupo TO5 (#138-143) recebeu
amostra 5 (16 ug de E2 ndo-tratada combinada com 8 pg de E2 adjuvantada
com método de beta cruzada I e 8 pg de E2 adjuvantada com método de beta

cruzada IV), grupo T06 (#144-149) recebeu amostra 6 (32 pg de E2 nio-
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tratada adjuvantada com duplo 6leo em dgua [DOE] como descrito ' Para o
grupo de segunda imunizag3o, TOl (controle) recebeu amostra de teste 1
(4gua), grupo T02 recebeu amostra 2 (32 pg de E2 ndo-tratada), grupo T03
recebeu amostra 3 (24 pg de E2 nfo-tratada combinada com 8 ug de E2
adjuvantada com método de beta cruzada I/IT), grupo T04 recebeu amostra 4
(16 pg de E2 ndo-tratada combinado com 16 pg de E2 adjuvantada com
método de beta cruzada I/II), grupo TO5 recebeu amostra 5 (8 pg de E2 néo-
tratada combinada com 24 ug de E2 adjuvantada com método de beta cruzada
I/IT), grupo T06 recebeu amostra 6 (32 pg de E2 ndo-tratada adjuvantada com
duplo dleo em agua [DOE]"’. Um animal no grupo 6 recebeu 1,5 ml em lugar
de 2 ml.
Exposic¢ido a cepa de CSFV Brescia 456610

No dia 42, dezenove porcos (todos os animais dos grupos 1, 3
e 6 e 1 animal do grupo 5, #143) foram inoculados intranasalmente com uma
dose de 200 LD50 da cepa de CSFV altamente virulenta Brescia 456610.
Avaliacdo e exame

Durante o curso de todo o estudo, os animais foram
monitorados uma vez por dia (escore clinico de 0 a 7). Sinais clinicos foram
definidos como (1) mal-estar, que incluiu os sintomas de crescimento
retardado, emagrecimento (deterioragdo), apetite diminuido, auséncia de
apetite, vOmitos, responsividade lenta/cansada/reduzida, porco € incapaz de
permanecer de pé sem assisténcia, doenga geral, calafrios, (2) prejuizo do
sistema respiratdrio, que incluiu tosse, espirros, respiragéo acelerada, roncos
ou respiragdo superficial, descarga ocular (ou corrimento nos olhos),
conjuntivite ou descarga nasal (corrimento do nariz) e (3) sangramento, que
incluiu os sintomas, manchas vermelhas nas orelhas, sangue do reto, ou
palidez. Cada sintoma foi contado como 1. A temperatura anal foi medida
iniciando 2 dias antes da exposigdo até o fim do experimento (dia 56). Febre

foi definida como uma temperatura acima de 40°C.
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Amostras de sangue para coleta de soro foram colhidas no dia
0, 2,5 9, 12, 16, 19, 26, 33, 42 (exposi¢do) e 56. Deixou-se o sangue
coagular e, subseqiientemente, obteve-se soros apds centrifugagdo (5 minutos
a 3500 rpm). Soros foram armazenados a -20°C.

Soros foram testados quanto a presenga de anticorpos
neutralizadores com um ensaio de neutralizagdo ligado a peroxidase (NPLA)
usando-se células PK15 e um virus ndo-citopatogénico usando-se dois
anticorpos monoclonais (batelada V3: 030502, batelada V4: 110702)
reagindo-se com epitopos diferentes em E2'". Dilui¢Bes seriais de soro (em
duplicata) foram misturadas com um volume igual de Eagle BSS contendo
30+300 TCID50 CSFV (cepa Brescia). Apos incubagdo durante 1 h a 37°C
em um incubador de CO,, adicionou-se aproximadamente 25000 células PK-
15 por pogo. Apds quatro dias realizou-se um IPMA, como descrito
previamente 10.12.

Titulagdes de anticorpos foram expressas como a reciproca da
maior diluigdo que inibiu infecgdo (100 %) da monocamada em 50 % das
culturas de células. Titulagdes <10 sdo interpretadas como negativas.

Soros também foram testados quanto a presenca de anticorpos
usando-se um ELISA (Ceditest® CSFV e Ceditest® CSFV2.0, Cedi-
Diagnostics, Lelystad, Paises Baixos), de acordo com instru¢des do
fabricante.

O naimero de leucécitos e trombocitos em amostras de sangue
em EDTA foi determinado em um contador Medonic7 CAS570 coulter
counter. Leucopenia € definida como < 8x10° células/ 1 1 de sangue, e
trombocitopenia como < 200x10° células/ 1 1 de sangue.

Resultados

Trinta e seis porcos (6 grupos com 6 animais em cada grupo)

foram usados para o estudo. Cada porco foi vacinado no dia 0 e 21 com uma

vacina de controle (4gua, grupo T01) ou uma vacina de subunidade contendo
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glicoproteina E2 estrutural produzida recombinantemente (grupos T02-T06),
e subseqiientemente expostos a CSFV (cepa Brescia 456610) como descrito
na se¢do de Materiais e Métodos.

‘Determinou-se as titulagdes de anticorpos neutralizadores
(Tabela 29). Titulagdes em animais vacinados com E2 adjuvantada com
estrutura beta cruzada (T03 e porco #143 de T0S) foram significativamente
mais altas no dia 26, 33 e 42 em comparagdo com o grupo de controle (TO1).
Porco #127 em T03 quase ndo desenvolveu uma titulagdo de NPLA.

Animais no Grupo T01 (placebo), grupo T03 (método I de E2
de beta cruzada a 50 % / método I e II de E2 de beta cruzada a 25 %), Grupo
T05, porco n° 143 (método I de E2 de beta cruzada a 50 %/IV / método I e II
de E2 de beta cruzada a 75 %) foram envolvidos no experimento de
exposi¢do. Todos os animais que foram imunizados com placebo/agua (grupo
de controle TO1) morreram (Figura 14). Todos os animais, com uma exce¢ao
(T03, porco n° 127, quase ndo apresentou titulagdo de NPLA), que recebeu
uma vacina de E2, seja adjuvantada com estrutura beta cruzada ou DOE,
sobreviveram (Figura 14). Os animais imunizados com E2 adjuvantada com
DOE nio apresentaram sinais clinicos de infecgdo. Os animais que receberam
E2 adjuvantada com estrutura beta cruzada efetivamente apresentaram sinais
de infec¢do, porém os sinais foram menos graves se comparados com animais
em TO1 (Tabela 30). Observou-se menos problemas de respiragdo e menos
sangramento em animais vacinados com E2 adjuvantada com estrutura beta
cruzada, quando comparado com TO1 (placebo). Com porcos em TOI,
observou-se sangramentos em seis de seis porcos. Dos sete porcos vacinados
com E2 - beta cruzada, quatro de sete porcos apresentaram sangramentos apos
exposi¢do ao CSFV. A duragdo média dos sangramento foi de 1,8 dias nos
porcos vacinados com E2 - beta cruzada versus 3,2 dias nos porcos tratados
com placebo em TO1. Em TO03 (vacina E2 - beta cruzada), entre outros porcos,

porco n° 127, que quase ndo desenvolveu titulagdo de NPLA, sofreu
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sangramentos.

Os escores clinicos e a analise de amostras de sangue sdo
ilustrados abaixo. Tabela 31 mostra escores clinicos na fase posterior a
exposi¢do. A Tabela 32 mostra as medi¢des da temperatura durante a
exposicao.

No grupo de controle (TO1) e no grupo imunizado com E2
adjuvantada com estrutura beta cruzada observou-se significativa leucopenia
(100 %, 87 %) e trombocitopenia (ambas 100 %) (Tabela 34), em comparagdo
com o grupo que recebeu E2 adjuvantada com DOE (0 % de leucopenia, 17 %
de trombocitopenia). Porco n® 127 no grupo T03 apresentou trombocitopenia
e leucopenia muito forte, relacionadas mui provavelmente com a auséncia de
uma titulacdo de NPLA. Estes estudos mostram que protegdo parcial, i.e.
sobrevida com redug¢do de sintomas clinicos, contra uma dose letal de CSFV,
testados em um experimento de exposigdo grave, € obtida com vacinagdo com
E2 adjuvantada com estrutura beta cruzada.

Exemplo 14

Imuniza¢do de frangos com ovalbumina compreendendo
estrutura beta cruzada induz quebra da tolerdncia e resulta na formagdo de
titulagdes de auto-anticorpos
Materiais e métodos
Dobramento incorreto de OVA

Amostras usadas para imunizagdo de frangos foram idénticas
aquelas usadas para imunizagdo de camundongos como descrito acima
(exemplo 12).

Imunizacio

Usou-se oitenta e oito frangos machos LSL Lohman com
aproximadamente 3 semanas de vida. No dia 0 e 21 os frangos foram
imunizados por via intramuscular com 0,5 ml de amostra de teste, na coxa

esquerdo (dia 0) e na coxa direita (dia 21). Grupo TO01 (controle, #4601-4608)
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recebeu amostra de teste 1 (4gua, placebo), grupo T02 (#4609-4616) recebeu
amostra 2 (5 pg de H5 nio tratada), grupo T03 (#4617-4624) recebeu amostra
3 (H5 nio-tratada combinada com H5 de beta cruzada a 33 % modificada com
o método 1, I, III), grupo T04 (#4625-4632) recebeu amostra 4 (H5 ndo-
tratada combinada com H5 de beta cruzada a 66 % modificada com método I-
III), grupo TO5 (#4633-4640) recebeu amostra 5 (HS de beta cruzada a 100 %
modificada com o método I-III), e grupo T10 (#4673-4680) recebeu amostra
10 (vacina, Gallimune® FLU H5NO9, lote F38785C, compreendendo virus de
influenza aviéria inativado (H5N9, cepa A/Turkey/Wisconsin/68). Em todos
os casos administrou-se 5 pg de H5 ao todo (ndo-tratada combinada com
modificada) em PBS.

Amostras de sangue foram colhidas para coleta de soro da veia
da asa nos dia -1, 21, 33. Deixou-se o sangue coagular e, subseqiientemente,
obteve-se soros apos centriﬁlgagﬁo (5 minutos a 3500 rpm). Soros foram
armazenados a -20°C. Titula¢des de anticorpos anti-OVA foram avaliadas
com soros coletados no dia 0 e dia 33 usando-se um ELISA convencional.
Com soros coletados de frangos no dia -1 e 33 realizou-se determinagdes de
titulagdes com relagdo a DOVA. Para este fim, soros dos oito animais em um
grupo foram combinados. Usou-se combinados de soros coletados no dia -1
como o controle negativo.

Resultados

Na Figura 15 mostra-se determinagdes de titulagdes com soros
de frangos combinados. Soro coletado do grupo TO1, que recebeu vacina de
placebo (i.e. 4gua), contém quantidades detectaveis de anticorpos anti-OVA.
Os frangos que foram vacinados com diversas vacinas contendo OVA
desenvolveram titulagdes anti-OVA mais elevadas. E digno de nota que
imuniza¢do com vacinas contendo amostra adjuvantada com beta cruzada a
33 % resultou em titulagdes anti-OVA incrementadas. De maneira similar, a

adicido de adjuvante induziu anticorpos anti-OVA. Estes resultados
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demonstram que a inclusdo de antigeno de OVA adjuvantado com beta
cruzada na vacina resulta em uma resposta auto-imune humoral. Devido a esta
poténcia de estrutura beta cruzada para quebrar tolerdncia, desenvolve-se
vacinas contra auto-antigenos. Referidas vacinas séo usadas contra doengas
ou para fins que ndo sé infecgdes, por exemplo, para a indugéo de anticorpos
a LHRH para imunocastragdo de javalis, ou para uso na prevengdo da
[doenga] enxerto versus hospedeiro (GvH) e/ou rejei¢des de transplante.
Descri¢iao das Tabelas

Os compostos listados na Tabela 1 e as proteinas listadas na
Tabela 2 ligam-se, todos, a polipeptidios com uma dobra néo-nativa similar a
amilodide. Na literatura, esta dobra ndo-nativa foi designada como agregados
de proteina, agregados amorfos, depoésito amorfo, emaranhados, placas
(senis), amildide, proteina similar a amildide, proteina desnaturada,
oligdbmeros amiloides, depdsitos amiloidogénicos, estrutura B cruzada, lamina
B, espinha B cruzada, placa, proteina desnaturada, lamina P cruzada,
agregados ricos em estrutura P, forma agregadora infectiva de uma proteina,
proteina ndo-dobrada, dobra/conformagdo similar a amildide e, talvez,
alternativamente. O tema mais comum entre todos os polipeptidios com uma
dobra similar a amildide nio-nativa, que sfo ligantes para um ou mais dos
compostos listados na Tabela 1 e 2, é a presenga de uma conformagdo de
estrutura B cruzada.

Os compostos listados na Tabela 1 e 2 sdo considerados como
um subconjunto de todos os compostos conhecidos até aqui que se ligam a
conformagdes de proteina ndo-nativa. As listas sdo, portanto, ndo-limitantes.
Conhece-se hodiernamente mais compostos que se ligam a conformagdo de
proteina similar a amildide. Por exemplo, na patente AU2003214375
descreve-se que agregados de proteina prion, amildide, e tau ligam-se
seletivamente a agentes ligantes polidnicos, como sulfato de dextrano ou

pentosano (anidnico), ou a compostos de poliamina, como poli(cloreto de
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dialildimetilamonio) (catiénico). Compostos com especificidade para dobras
ndo-nativas de proteinas listados nesta patente e alhures sdo, em principio,
igualmente apropriados para métodos e dispositivos revelados neste pedido de
patente. Além disso, qualquer composto ou proteina relacionada com aqueles
listados na Tabela 1 e 2 sdo abrangidos pelas reivindicagdes. Por exemplo,
mutantes pontuais, fragmentos, combinagdes produzidas recombinantemente
de dominios de ligagdo de estrutura P cruzada e mutantes de delegdo e
inser¢do sdo parte dos conjuntos de compostos desde que sejam capazes de
ligar-se a uma estrutura B cruzada (i.e. desde que sejam equivalentes
funcionais). Também ¢é possivel usar qualquer proteina ou molécula pequena
recentemente descoberta que apresenta afinidade pela dobra de estrutura f
cruzada, em principio, em qualquer um dos métodos e aplicagBes aqui
divulgados.

Os compostos listados na Tabela 3 também sdo considerados
como sendo parte da 'via de estrutura beta cruzada', e esta consideragdo
baseia-se em dados da literatura, indicando interagdes das moléculas listadas
com compostos que também compreendem a dobra de estrutura  cruzada
mas que nio foram revelados como tais. As tabelas de 4 a 34 ilustram
resultados dos exemplos.

Legendas das figuras
Figura 1. Ativacio de fator XII por caulim adjuvante e por agregados de
peptidios com conformacio de estrutura p cruzada.

A. Como o caulim, agregados de peptidios similares a
amildide de FP13 e AB estimulam a ativagdo de fator XII, como detectado
pela conversdo de Cromozima-PK, quando da formag&o de calicreina a partir
de precalicreina por meio de fator XII ativado. Controle de tamponador e
controles ndo-amildides[:] fragmento de fibrina FP10 e polipeptidio amiloide
de ilhotas murinas nio-amiléides mIAPP [murine islet amyloid polypeptide]

ndo ativam fator XII. B. Como FP13 e¢ AB, também peptidios ricos em
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conformagdo de estrutura B cruzada[:] laminina (LAMI12) e transtiretina
(TTR11) estimulam ativa¢do de fator XII, em grau similar ao caulim. C.
Autoativac¢io de fator XII € estabelecida por meio de incubagdo de fator XII
purificado com DXS500k ou com vdrios agregados de proteina similares a
amiléide com conformagio de estrutura B cruzada, na presenca de substrato
cromogénico S-2222.
Figura 2: Adjuvantes induzem propriedades similares a amildide em
varias proteinas.

A. Adjuvantes DXS500k e caulim induzem fluorescéncia de
ThT, e adjuvante DXS500k induz propriedades de ligagdo de tPA em varias
proteinas apds incubagdo de um dia para o outro, conforme medido em um
ELISA com proteinas imobilizadas com ou sem DXS500k. Fluorescéncia de
ThT ou ligagdo de tPA com proteinas incubadas com DXS500k ou caulim €
dada como um multiplo da fluorescéncia ou ligagéo de tPA observada quando
DXS500k e caulim foram omitidos durante incubag¢des de proteina ('fator de
incremento"). B. Em um ensaio de auto-ativagdo de fator XII cromogeénico,
peptidio FP13 K187G derivado de fibrina amildide estimula autoativagdo de
fator XII, que € inibido por corante de ThT especifico par amiléide. C.
Adjuvante DXS500k € apenas um fator estimulador para ativagéo de fator XII
quando plasma diluido a 80x estd presente. Ativagdo de fator XII por
DXS500k e proteina de plasma sdo inibidos por ThT. Ativagdo de fator XII
foi medido em um ensaio cromogénico. D. Na presencga de plasma a 60 %
vol/vol, precipitado de adjuvante Ca3(PO,), ativa fator XII, como detectado
medindo-se a conversdo de substrato cromogénico S2222, E-F. Fator XII soh
entio ¢ ativado efetivamente quando ambos os adjuvantes, caulim ou
DXS500k, e ou 1 mg ml” de endostatina (E), ou albumina (F) sdo incluidas
no mix de ensaio. Ativagdo de fator XII na presenga de precalicreina e
quininogénio com alto peso molecular foi determinada medindo-se a

conversio de substrato de calicreina cromogénico Cromozima-PK. G-H.
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Adjuvantes DXS500k, CpG, adjuvante de Freund completo (G), alume e
DDA (H) induzem ativagdo de tPA e Plg, como determinado medindo-se a
conversdo do substrato de plasmina cromogénico S 2251. Controle positivo
foi de 100 pg ml' de y-globulinas amildides, controle negativo foi
tamponador. I. Incubagdo de plasma diluido 80x com adjuvantes indicados
resulta em fluorescéncia de ThT para adjuvante de Freund completo (CFA),
Specol, DXS500k e CpG, enquanto que DEAE-dextrano, adjuvante de Freund
incompleto, alume e DDA ndo tém efeito. Amostras foram diluidas 40x para
as medi¢des de ThT. J. Em um experimento similar, plasma diluido 20x foi
incubado com as séries indicadas de adjuvantes. Apods diluigdo de 160x,
DXS500k, CpGs CFA, IFA e Specol induzem fluorescéncia de ThT. K-L.
Exposigio de 1 mg ml™ de lisozima (K) ou endostatina (L) nas concentragdes
seriais indicadas de LPS ou CpG induz um maior sinal de fluorescéncia de
ThT. M. Exposi¢do de 1 mg ml” de albumina, endostatina, B,GPI do plasma
ou P2GPI rec. a 21,4 pg ml” de CpG resulta em maior fluorescéncia de ThT
com aproximadamente um fator de 2 a 10. Com estas condi¢des de ensaio néo
se observou efeito com lisozima e y-globulinas. N-R. Imagens TEM de CpG
(N.), lisozima (O.), lisozima exposta a CpG (P.), DXS500k (Q.) e lisozima
exposta a DXS500k (R.). A escala bar representa 200 nm.
Figura 3: Ligacio de fator XII e tPA a P2-glicoproteina I e ligacdo de
auto-anticorpos anti-p2GPI a B2GPI recombinante.

A. Ensaio de plasmina cromogénico apresentando a atividade
estimuladora de f2GPI recombinante na conversdo mediada com tPA de Plg a
plasmina. O controle positivo foi peptidio de fibrina amiléide FP13. B. Em
um ELISA, B,GPI recombinante liga-se a tPA imobilizado, sendo que B,GPI
purificado de plasma ndo se liga. A kp € de 2,3 pg ml" (51 nM). C. Em um
ELISA, fator XII liga-se a B,GPI humana recombinante purificada, e ndo a
B,GPI que ¢ purificado de plasma humano, quando fator XII purificado €

imobilizado sobre pogos de placa ELISA. B,GPI recombinante liga-se com
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uma kp de 0,9 pg ml" (20 nM) a fator XII imobilizado. D. Western blot
incubado com anticorpo anti-fator XII humano. A B,GPI foi purificada, ou de
plasma humano fresco ou de plasma que foi congelado a -20°C e
subseqiientemente descongelado antes de purificagdo em uma coluna de
afinidade de P,GPI. Fragdes eluidas sdo analisadas em Western blot apds
eletroforese SDS-PA. Quando se compara faixas 2-3 com 4-5, verifica-se que
congelamento-descongelamento de plasma resulta em co-purificagdo de fator
XII juntamente com a B,GPI. A massa molecular de fator XII é de 80 kDa. E.
Em um ELISA, B,GPI recombinante inibe eficientemente a ligagdo de auto-
anticorpos anti-B2GPI a B2GPI imobilizado, enquanto que B2GPI do plasma
exerce um efeito menor sobre a ligagdo de anticorpos. Auto-anticorpos anti-
B2GPI foram purificados de plasma de pacientes com a doenga autoimune
'sindrome de antifosfolipideo’. F. Exposicio de 25 pg ml' de B,GPIs
produzida recombinantemente (r8,GPI) ou purificada de plasma (nB,GPI), a
100 uM de vesiculas de cardiolipina ou a 250 pg ml” de sulfato de dextrano
500.000 Da (DXS) induz uma maior fluorescéncia de ThT, sugestivo de um
incremento de uma quantidade de conformagdo de estrutura B cruzada em
solu¢do. Sinais sdo corrigidos para fluorescéncia de fundo de cardiolipina,
DXS, ThT e tamponador. G. Ligagio de tPA e K2P-tPA a B,GPI imobilizada
nos pog¢os de uma placa ELISA, ou a B,GPI ligado a cardiolipina imobilizada
é avaliada. B,GPI contactada com cardiolipina liga tPA em maior grau do que
B,GPI contactada diretamente com a placa de ELISA. K2P-tPA néo se liga a
B,GPI. TPA ndo se liga a cardiolipina imobilizada. H. Imagens de
microscopia eletronica de transmissdo de 400 pg ml™ de B,GPI purificada do
plasma apenas (1) ou contactada com 100 uM de cardiolipina (2, 3) e de 400
pg ml™" de P2GPI recombinante purificada (4).

Figura 4: Sintese de RNA de TNFa em monécitos apds estimulagdo com
LPS e compostos ricos em conformacio de estrutura p cruzada, que atua

como um desnaturador.
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A. Mondcitos U937 cultivados foram incubados durante 1 h
com tamponador, LPS, endostatina amiléide, Hb-AGE amiléide ou Hb de
controle. Regulagdo-para-cima de RNA de TNFa foi avaliada por meio de
realizacdo de RT-PCR com RNA isolado dos mondcitos e iniciadores de
TNFo. Quantidades de cDNA de TNFa apés RT-PCR foram normalizadas
para as quantidades de cDNA ribossomico 18S, obtido com as mesmas
amostras de RNA. Em mondcitos incubados com tamponador néo se detectou
RNA de TNFo. Endostatina e Hb-AGE induzem aproximadamente 30 % da
expressdo de RNA de TNFa induzida por Hb de controle é aproximadamente
trés vezes menor. B. Exposi¢do de 1 mg ml™ de lisozima a 0-1200 pg ml” de
LPS resulta em um aumento de 1,1 até a 13,1 vezes da fluorescéncia de ThT
com respeito a lisozima incubada com tamponador apenas, indicativo da
capacidade de desnaturagdo de LPS, resultando em estruturas similares a
amil6ide em lisozima. Desvios padréo foram tipicamente menores do que 10
% (ndo mostrado). C. Exposicdo de 1 mg ml” de lisozima, albumina,
endostatina, y-globulinas, B,GPI do plasma ou B2GPI rec. a 600 pg ml" de
LPS resulta em maior fluorescéncia de ThT com aproximadamente um fator
de 2 a 10.

Figura 5. Conformacio de estrutura P cruzada similar a amiloide em
albumina alquilada de soro murino e em ovalbumina desnaturada com
calor, albumina de soro murino, glucagénio humano e Etanercept.

A. Ativagdo de Plg com leitura de atividade de plasmina
usando-se substrato cromogénico S-2251. Propriedades de ativagdo de
albumina de soro murino alquilada ou reduzida (alquila-MSA) e OVA
desnaturada com calor (dOVA) sdo comparadas com y-globulinas amildides
(controle positivo), tamponador (controle negativo), e albumina nativa e OVA
(nMSA, nOVA). B. Ensaio de fluorescéncia de tioflavina T com OVA e MSA
nativa ou desnaturada. C. Ensaio de ativagdo de Plg para comparagdo de MSA

reduzida e alquilada e MSA desnaturada com calor. D. Ensaio de
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fluorescéncia de tioflavina T com MSA reduzida/alquilada e MSA
desnaturada com calor. E. Ensaio de ativagdo de Plg com concentragdes
seriais de glucagonio desnaturado com calor/acido. F. Ensaio de fluorescéncia
de tioflavina T com glucagbnio desnaturado com calor/dcido e nativo. G.
Comparagdo das propriedades de ativagdo de tPA de Etanercept desnaturado
com calor, Etanercept nativo e Etanercept reduzido/alquilado. H.
Fluorescéncia de tioflavina T de Etanercept nativo e desnaturado com calor. I.
Imagem TEM de OVA desnaturada com calor. A escala bar representa 200
nm. J. Imagem TEM de glucagoénio desnaturado com calor/acido. A escala bar
representa 1 uM. K. Ensaio de fluorescéncia de tioflavina T mostrando que
filtragdo através de um filtro de 0,2 um de OVA desnaturada ndo influencia as
propriedades incrementadoras de fluorescéncia. L. Determinagao de titulagdes
de anticorpos anti-nOVA em soros combinados de camundongos imunizados
com nOVA ou dOVA. Titulagdo € definida como a dilui¢do sérica que ainda
da um sinal acima do valor de fundo obtido com soro pré-imuno diluido 10
vezes. A titulagdo para os camundongos imunizados com nOVA foi de 610%,
para os camundongos imunizados com dOVA 3999*. Apds uma semana
nenhuma titulagdo foi detectada em ambos os grupos. A titulagdo
incrementada 6,6 vezes observada nos camundongos imunizados com dOVA
aponta para uma maior atividade imunogénica de OVA desnaturada com
conformagdo de estrutura f cruzada.

Figura 6. Detec¢io de proteina com dobramento incorreto similar a
amiléide em preparacdes de PorA.

A. Solugdes de consumo de PorA e PorA submetidas a um dos
trés métodos de dobramento incorreto de proteina de I a III s@o aplicadas
diluidas 400 vezes em um ensaio de fluorescéncia de ThT. B. As mesmas
amostras de PorA sdo testadas quanto a seu potencial para ativar
tPA/plasminogénio em um ensaio de plasmina cromogénica. Amostras foram

diluidas 400 vezes. C. Ensaio de fluorescéncia de ThT com preparagles de
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vacina de PorA diluidas 10 vezes (1 pg/ml de PorA no ensaio). D. Ensaio de
ativagdo de plasminogénio/tPA com preparagdes de vacina de PorA diluidas
20 vezes (0,5 pg/ml de PorA no ensaio).

Figura 7. Determinacgdes de titulagies de anticorpos anti-PorA e
determinacdes de titula¢oes de anticorpos bactericidas no soro.

A. No dia 21 apds a vacinagdo, soros combinados de cada
grupo de camundongos foram analisados quanto a suas titulagdes de
anticorpos anti-PorA trivalente, usando-se o antigeno de PorA trivalente
usado para vacina¢do no dia 0, B. Titulagdes de anticorpos anti-PorA,
determinadas com soros individuais coletados no dia 42 apds a vacinag¢do no
dia 0 e dia 14 apds a vacinagdo no dia 21. Antigenos usados foram os trés
subtipos de PorA que constituem a vacina trivalente. C. Titulagdes de
anticorpos bactericidas no soro (SBA, Serum Bactericidal Antibody),
determinado com soros como em B.

Figura 8. Imunizacio de camundongos com glicoproteina B2 I de beta

_cruzada humana resulta em titulacdes de anticorpos contra auto- e nao-

auto-antigeno.

A. Exposi¢do de B,GPI humana a cardiolipina torna a mistura
com propriedades de ativagdo de plasminogénio/tPA, indicativo quanto a
presen¢a de estrutura beta cruzada, como determinado em um ensaio
cromogénico de ativagdo de plasminogénio/tPA com um substrato de
plasmina. B. Alquilagdo de radicais cisteina em P,GPI humana introduz
estrutura beta cruzada como determinado em um ensaio de incremento da
fluorescéncia de ThT. C. Camundongos imunizados com uma mistura de
cardiolipina e B,GPI humana desenvolvem uma titulagdo de anticorpos contra
antigeno de B,GPI humana ndo-tratada. D. De forma similar & cardiolipina-
B,GPI com estrutura beta cruzada, também alquila-B,GPI humana com
estrutura beta cruzada elicita uma titulagdo de anticorpos contra o antigeno

humano n#o-tratado. E. Camundongos imunizados com [B,GPI de beta
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cruzada humana desenvolvem titulagdes contra [,GPI nédo-tratada de
camundongo, demonstrando quebra de tolerdncia nos camundongos quando
imunizados com um antigeno que compreende estrutura beta cruzada.

Figura 9. Detec¢io de conformacio de proteina com dobramento
incorreto similar a amiloide compreendendo estrutura beta cruzada em
antigenos.

Estrutura beta cruzada é detectada por meio de avaliagdo do
incremento da fluorescéncia de ThT quando do contato do corante especifico
para amiléide com um antigeno em solugdo, e medindo-se a atividade de
plasmina quando da ativagdo de tPA, uma serina protease que se liga a
estrutura beta cruzada, e que € ativada por estrutura beta cruzada, em um
ensaio cromogénico de conversdo de substrato de plasmina. A. ativagdo de
tPA/plasminogénio por 100 pg/ml de OVA ou DOVA (Método do
dobramento incorreto I), comparado com controle de tamponador. B. Ensaio
de fluorescéncia de ThT com 100 pg/ml de OVA ou DOVA. C. Fluorescéncia
de ThT com estoque de H5 ndo-tratada diluida dez vezes (lote 1 210406CS,
236 pg/ml em PBS). D. ativagio de tPA com solugéo de consumo de H5 (lote
1 210406CS, 236 pg/ml em PBS), mostrando a presenga de uma fragdo de
moléculas de H5 com conformagdo de estrutura beta cruzada. E.
Fluorescéncia de ThT com H5 ndo-tratada, mal-dobrada termicamente (HS +
OVA) (Método I) e H5-OVA mal-dobrada termicamente (conjugado com
glutaraldeido/NaBH4; Meétodo III), todos a 14 pg/ml (lote 2 fragdo X
250506CS, 140 pg/ml em PBS). F. Propriedades de ativagdo de tPA de 12
ug/ml de H7 recombinante adquirida da Protein Sciences Corp., indicativo da
presenca de estrutura beta cruzada. Controle positivo: y-globulinas amiléides.
G. H7 recombinante adquirida da Protein Sciences Corp. a 60 pg/ml aumenta
a fluorescéncia de ThT até certo grau, indicativo da presenga de moléculas de
proteina com estrutura beta cruzada. H. Ensaio de fluorescéncia de ThT com

H7 nativa recombinante produzida no laboratério, H7, mistura mal-dobrada
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termicamente de H7 e OVA, e conjugado de OVA-E7 mal-dobrado
termicamente, obtido por meio de acoplamento de EDC/NHS. Solugdes de
consumo de H7 foram diluidas dez vezes. I. Incremento da atividade de
tPA/plasminogénio quando da introdugfo de 1 pg/ml de H7 mal-dobrada (lote
2 05-2006CS). '(H7 + OVA)' refere-se a H7 mal-dobrada termicamente com
adi¢do de OVA, 'H7-OVA' refere-se a H7 mal-dobrada termicamente apos
acoplamento de H7 a OVA usando EDC/NHS. J. Fluorescéncia de ThT
quando do contato de preparagdes de E2 diluidas 10 vezes com uma
concentragcdo de DOVA de 100 pg/ml. E2 livre de células HEK293E foi, ou
mal-dobrada diretamente usando-se ciclizagdo térmica, ou primeiramente
conjugada a OVA usando EDC/NHS, antes do dobramento incorreto. K. O
incremento da atividade de tPA € determinada com varias preparagdes de
peptidio CL3 a 100 pg/ml. L. No ensaio de incremento da fluorescéncia de
ThT, concentracdes de amostra 1, 2, 5 e 6 foi de 136 pg/ml, enquanto que
amostras 3 e 4 foram testadas a 100 pg/ml.
Figura 10. Antigenos usados para experimentos de exposi¢cdo a H5SN1 da
gripe aviaria, e experimentos de exposicdo ao CSFV.

A. Fluorescéncia de ThT de preparagdes de HS a 24 pg/ml.
Para amostra 2, H5 foi misturada com OVA antes de aplica¢do de dobramento
incorreto com ciclizagdo térmica. H5-OVA-1, H5 conjugada a OVA usando
acoplamento de EDC/NHS; H5-OVA-2, H5 conjugada a OVA usando
acoplamento de glutaraldeido/NaBH,;. B. ensaio de atividade de
tPA/plasminogénio com E2 nativa e duas preparagdes de E2 mal-dobrada.
Preparagdes de E2 usadas para uma primeira vacinagdo de porcos com E2
ndo-tratada ou véarias formas mal-dobradas similares a amildide. E2 lote 1
200406RS a 285 ug/ml em PBS, expressa em células Sfl, foi usada para a
imunizacdo. No ensaio, a concentragdo de E2 foi de 20 pg/ml. C.
Fluorescéncia de ThT de preparagdes de E2 usadas para formulagdo de

vacina. A E2 mal-dobrada foi obtida por meio de ciclizagdo térmica de 30 a
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85°C e de volta. D. Em um ensaio de ativag¢do de plasminogénio/tPA, peptidio
CL3 recentemente dissolvido e peptidio incubado a 65°C sdo os ativadores de
tPA mais potentes, enquanto que incubagdes a temperatura ambiente ou a
37°C resultam em um menor teor de ativagdo de estrutura beta cruzada. A
concentragdo de peptidio no ensaio foi de 200 pg/ml.

Figura 11. Determina¢io do teor de estrutura beta cruzada em uma
vacina de coquetel compreendendo E2, CL3, HS, H7 e ovalbumina.

A. Ativagio de tPA/plasminogénio €é determinada com
solugdes de éoquetel de vacina diluidas 20 vezes a-f, resultando em
aproximadamente 5 e 0,5 pg/ml de concentragdo total de antigeno para grupos
a-c e d-f, respectivamente. B. Ensaio de fluorescéncia com vermelho Congo
com solucdes de antigeno diluidas 10 vezes a-f. Controle positivo foi
amilodide-p.

C. Ensaio de fluorescéncia de ThT com solugdes de antigeno
diluidas 10 vezes a-f. Controle positivo: AB.

Figura 12. Titulagdes de anticorpos anti-antigeno em soros de
camundongo no dia 28 apdés a vacinac¢io com coquetel de antigenos
adjuvantado com beta cruzada.

A. Quando camundongos no grupo a s@o vacinados uma vez
com 10 pg de H7 recombinante ndo-tratada (Protein Sciences Corp.) por
animal desenvolveram-se titulagdes de anticorpos anti-H7. B. Titulagdes
contra E2 antigeno do kit de CSFV da Cedi-Diagnostics. Ap6s um vacinagéo,
camundongos que receberam 5 ou 10 pg de E2 adjuvantada com beta cruzada,
expressa em células HEK293E, desenvolveram uma titulagdo. C.
Determinacdo de titulagio com antigeno de DOVA revestido. D.
Determinacgdo da titulagdo com OV A nio-tratada revestida.

Figura 13: Sobrevivéncia de camundongos apés vacinagio com placebo
(agua, TO1), vacinagio com vacina de subunidade HS adjuvantada com

estrutura beta cruzada (grupo T03) ou vacinada com virus de influenza
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inativado (H5N9) (grupo T10) e exposi¢do a 20 LDsy como descrito em
materiais e métodos.

A. Titulagdes de anti-H5 em soros de camundongo

combinados no dia 33 apés a vacinagdo com placebo, HS néo-tratada, vacina
de H5NO comercial ou H5 adjuvantada com beta cruzada foram avaliadas
empregando HS5 recombinante de uma fonte diferente do antigeno usado para
vacinagdo que o antigeno no ELISA. B. Titulagdes anti-H7 em soros de
camundongo combinados no dia 33 apds a vacinagdo com placebo, H7 néo-
tratada, H7 adjuvantada com Specol ou H7 adjuvantada com beta cruzada
foram avaliadas em um ELISA. C. Com soros de camundongo pré- imune e
soros obtidos no dia 33 apds a vacinagdo com placebo, HS ndo-tratada ou H5
adjuvantada com beta cruzada, titulagdes contra DOVA foram avaliadas.
DOVA foi parte das formulagdes de vacina para grupos 3, 4 e 5, D.
Sobrevivéncia de camundongos vacinados com placebo (T01), antigeno de
HS de beta cruzada (T03) ou vacina de virus HSN9 inativado (T10), apds
exposigio a virus HS5NI. E. Titulagdes determinadas com soros de
camundongos individuais de T03 obtidas no dia 33 apds a vacinagdo com H5
adjuvantada com beta cruzada, F. Titulagdes determinadas com soros de
camundongo individuais de T10 obtidos no dia 33 apds a vacinagdo com virus
H5N9 inativado.
Figura 14: Sobrevivéncia, no dia 14, de porcos que sdo vacinados com E2
adjuvantada com estrutura beta cruzada ou E2 adjuvantada com DOE e
expostos com 200 LD50 da cepa Brescia 456610 do virus da febre suina
classica.

Sobrevivéncia de porcos apds exposigdo com CSFV. Grupo
TO03 foi vacinado com E2 - beta cruzada, e também porco n° 143 do Grupo
TO05, Grupo T06 foi vacinado com emulsdo de E2 adjuvantada com agua-6leo
(DOE).

Figura 15: Anticorpos de OVA auto-imunes formados quando da
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vacinac¢io com vacinas compreendendo estrutura beta cruzada.

Anticorpos em soros coletados de frangos imunizados com
vacinas descritas no texto foram determinados por meio de ELISA. Usou-se
OVA com propriedades similares a amil6ide como o antigeno no ELISA.
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Tabela 1: compostos de ligagdo com estrutura B cruzada

vermelho Congo Crisamina G Tioflavina T

2-(4'-(metilamino)fenil)-6- Qualquer outro quimico/corante Glicosaminoglicanos

metilbenzotiaziol de ligagdo amildide

Tioflavina S Styrila dyes BTA-1

Poli(acido tiofeno acético) polieletrolito conjugado

PTAA-Li

Tabela 2: proteinas que sdo capazes de ligar-se especificamente a e/ou de interagir com

proteinas mal-dobradas e/ou com proteinas compreendendo estrutura (3 cruzada

Ativador de plasminogénio de|Dominio(s) de dedo de tPA, fator | Apolipoproteina E

tipo tissular X1I, fibronectina, HGFA

Fator XII Plasmina (-ogénio) Metaloprotease de
matriz-1

Fibronectina receptor de neurotrofina de 75kD | Metaloprotease  de

(p75NTR) matriz-2

Ativador de fator de crescimento | a2-macroglobulina Metaloprotease  de

de hepatdcitos matriz-3

Componente de amildide P do|High peso molecular kininogen Monoclonal

soro anticorpo
2C11(F8A6)*

Clq catepsina K Monoclonal
anticorpo 4A6(A7)*

CD36 Metaloprotease de matriz 9 Monoclonal
anticorpo 2E2(B3)

Receptor para produtos finais de | Haem oxigenase-1 Anticorpo

glicosamento avangado monoclonal TH1
(Co)*

Receptor de aglutinador-A proteina relacionada com receptor | Anticorpo

de lipoproteina de baixa densidade | monoclonal
(LRP, CD91) TH2(H2)*

Receptor de aglutinador-B DnaK Anticorpo
monoclonal
TH9(B9)*

ER chaperona Erp57 GroEL Anticorpo
monoclonal
8F2(G7)*

Calreticulina VEGF165 Anticorpo
monoclonal 4F4*

Anticorpo conformacional | Anticorpo conformacional | Anticorpo

monoclonal WOI | monoclonal WO2 (ref.(O'Nuallain e | especifico para
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(ref.(O'Nuallain e Wetzel, 2002)

Wetzel, 2002))

oligbmero amildide
(ref. (Kayed et al.,
2003))

Anticorpo anti-albumina-AGE de

CD40

apo A-I pertencente

coelho, AB-purificado” a lipoproteinas
pequenas de alta
densidade
apoJ/cluterina excesso 10 vezes molar PPACK, 10| CD40-ligante
mM eACA, (100 pM-500 nM) tPA?
receptor de aglutinador de|anticorpos de imunoglobulina G |BiP/grp78
macrofagos CD163 (IgG) humana de amplo espectro
(glV, IVIg)
Erdj3 haptoglobina

* Anticorpos monoclonais desenvolvidos em colaboragdo com a Instalagio de Hibridoma de
ABC, Utrecht University, Utrecht, Paises Baixos.
a) Albumina de antigeno-AGE e ligante AB foram enviados para Davids Biotechnologie
(Regensburg, Alemanha); um coelho foi imunizado com albumina-AGE, anticorpos contra um
epitopo estrutural foram purificados por afinidade usando-se uma coluna com A imobilizado.
2) PPACK ¢ Phe-Pro-Arg-clorometilcetona (SEQ-ID 8), eACA ¢ acido e-amino caproico, tCA
¢ ativador de plasminogénio de tipo tissular

Tabela 3: Proteinas envolvidas na "Via de estrutura beta cruzada”

Anticorpo monoclonal 4B5

Proteina de choque com calor 27

Proteina de choque
com calor 40

Anticorpo monoclonal 3H7*

Nod2 (=CARDI15)

Proteina de choque
com calor 70

FEEL-1 Pentraxina-3 HDT1

LOX-1 Proteinas de amildide A do soro GroES

MD2 Stabilina-1 Proteina de choque
com calor 90

FEEL-2 Stabilina-2 CD36 e andlogo a

LIMPII - I (CLA-1)

Lipoproteina de baixa densidade

Lipoproteina de ligacdo de LPS

CD14

Proteina reativa com C CD45 Orosomucoide
Integrinas alfa-1 antitripsina complexo de
transtiretrina - apo
A-IV
Albumina glicoproteina de écido alfa-1 B2-glicoproteina I
Lisozima Lactoferrina Megalina
proteina de Tamm-Horsfall Apolipoproteina E3 Apolipoproteina E4
receptores similares a toll receptor de complemento | CD11d/CD18(subun
CD11b/CD18 (Mac-1, CR3) idade aD)
CD11b2 CD11a/CD18(LFA-1, subunidade|CDI11c/CD18(CR4,
al) subunidade aX)
fator de Von Willebrand Miosina Agrina
Perlecano Chaperona60 subunidade de
integrina b2
proteinas que atuam na resposta | proteinas que atuam na resposta do | Receptor de
de proteina ndo-dobrada (UPR, |estresse do reticulo endoplasmatico | macréfago com

unfolded protein response) via do
reticulo endoplasmatico (ER,
endoplasmic reticulum) de células
procaridticas e eucaridticas

(ESR, endoplasmic reticulum stress
response) via de células
procaridticas e eucarioticas

estrutura colagenosa
(Marco)

208

membros da familia de chaperona

HSC73
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16

HSC70

proteina de canal de translocagdo
Sec6lp

268 proteasoma

terminagdo 19S do proteasoma | UDP-glucose:glicoproteina glucosil | ponta carboxi de
(PA700) transferase (UGGT) proteina que
interage com
CHAPERONA70
(CHIP)
Receptores de Reconhecimento | Derlina-1 Calnexina
de Padrdo
atanogene associado com Bcl-2 | GRP94 reticulo
(Bag-1) endoplasmatico p72
anticorpos de imunoglobulina M | proteinas que atuam no sistema de|A familia de
(IgM) (humana) (amplo espectro) | degradagdo associado com reticulo | receptor de
endoplasmatico (ERAD, | lipoproteina de
endoplasmic reticulum associated | (muito) baixa
degradation system) densidade

receptor de Fc

* Anticorpos monoclonais desenvolvidos em colaboragdo com a Instalagio do Hibridoma de
ABC, Utrecht University, Utrecht, Paises Baixos

Tabela 4
ELISA com camundongos de grupo A, PorA adjuvantada com alume
subtipo de|P1.5-2,10
Neisseria

titulagdo
camundongo n° Dia 0 Dia 14 Dia 28 Dia 42
1 50 50 1788 22612
2 50 485 2545 11256
3 50 50 368 1733
4 50 50 1150 14785
5 50 50 288 16255
média 50 137 1228 13328
Desvio padréo 0 195 959 7675
Tabela 5
ELISA com camundongos de grupo A, PorA adjuvantada com alume
Subtipo de|P1.12-1,13
Neisseria

titulagédo
camundongo n° Dia 0 Dia 14 Dia 28 Dia 42
1 50 50 50 491
2 50 50 50 2228
3 50 50 360 558
4 50 50 50 426
5 50 271 50 1086
média 50 94 112 958
Desvio padrio 0 99 139 757
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Tabela 6
ELISA com camundongos de grupo A, PorA adjuvantada com alume
Subtipo de|P1.7-2,4
Neisseria

titulagdo
camundongo n° Dia 0 Dia 14 Dia 28 Dia 42
1 50 50 50 1561
2 50 50 3363 29572
3 50 50 393 59201
4 50 50 260 40023
5 50 50 221 7418
média 50 50 857 27555
Desvio padrdo 0 0 1406 23676

Tabela 7

ELISA com camundongos de grupo A, PorA adjuvantada com alume

Subtipo de Neisseria | P1.5-2,10
titulagdo
camundongo n° Dia 0 Dia 14 Dia 28 Dia 42
1 50 50 168 9457
2 50 569 2129 30371
3 50 177 50 27580
4 50 50 200 177000
5 50 50 363 10430
média 50 179 582 50968
Desvio padrio 0 225 872 71102
Tabela 8
ELISA com camundongos de grupo A, PorA adjuvantada com alume
Subtipo de|P1.12-1,13
Neisseria
titulagdo
camundongo n° Dia 0 Dia 14 Dia 28 Dia 42
1 50 50 322 50
2 50 50 50 50
3 50 50 50 50
4 50 50 50 50
5 50 50 50 50
média 50 50 104 50
Desvio padrio 0 0 122 0
Tabela 9
ELISA com camundongos de grupo A, PorA adjuvantada com alume
Subtipo de Neisseria P1.7-2,4
titulagdo
camundongo n° Dia0 |Dial4 Dia 28 Dia 42
1 50 50 50 3140
2 50 50 1454 9334
3 50 50 1086 604
4 50 50 50 256
5 50 50 433 51728
média 50 50 615 13012
Desvio padrio 0 0 632 21946
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Tabela 10
ELISA com camundongos de grupo A, PorA adjuvantada com alume
Subtipo de | P1.5-2,10
Neisseria
titulagdo
camundongo n° Dia 0 Dia 14 Dia 28 Dia
42
1 50 50 50 50
2 50 50 50 50
3 50 50 50 50
4 50 50 50 50
5 50 50 50 50
média 50 50 50 50
Desvio padrdo 0 0 0 0
Tabela 11
ELISA com camundongos de grupo A, PorA adjuvantada com alume
Subtipo de [P1.12-1,13
Neisseria
titulacdo
camundongo n° Dia 0 Dia 14 Dia 28 Dia
42
1 50 50 50 50
2 50 50 50 50
3 50 50 50 50
4 50 50 50 50
5 50 50 50 50
média 50 50 50 50
Desvio padrdo 0 0 0 0
Tabela 12
ELISA com camundongos de grupo A, PorA adjuvantada com alume
Subtipo de |P1.7-2,4
Neisseria
titulagdo
camundongo n° Dia 0 Dia 14 Dia 28 Dia
42
1 50 50 50
2 50 50 50 50
3 50 50 50 50
4 50 50 50 50
5 50 50 50 50
média 50 50 50 50
Desvio padrio 0 0 0 0
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Tabela 13
ELISA com camundongos de grupo A, PorA adjuvantada com alume
Subtipo de | P1.5-2,10
Neisseria
Titulagdo
camundongo n° Dia 0 Dia 14 Dia 28 Dia 42
1 50 379 1331 34857
2 50 50 809 8932
3 50 176 111 1397
4 50 50 422 243
5 50 50 553 22067
média 50 141 645 13499
Desvio padrdo 0 144 458 14770
Tabela 14
ELISA com camundongos de grupo A, PorA adjuvantada com alume
Subtipo de|P1.12-1,13
Neisseria
titulagdo

camundongo n° Dia 0 Dia 14 Dia 28 Dia 42
1 50 50 50 690
2 50 50 50 7713
3 50 50 488 50
4 50 50 50 50
5 50 50 50 1104
média 50 50 138 1921
Desvio padrio 0 0 196 3268
Tabela 15
ELISA com camundongos de grupo A, PorA adjuvantada com alume
Subtipo de Neisseria P1.7-24

titulagéo
camundongo n° Dia 0 Dia 14 Dia 28 Dia 42
1 50 50 50 1285
2 50 123 780 12423
3 50 211 601 46043
4 50 227 50 26469
5 50 50 50 975
média 50 132 306 17439
Desvio padrio 0 85 356 19085
Tabela 16
ELISA com camundongos de grupo A, PorA adjuvantada com alume
Subtipo de Neisseria P1.5-2,10

titulagdo
camundongo n° Dia 0 Dia 14 Dia 28 Dia 42
1 50 50 319 13565
2 50 160 1285 22402
3 50 1691 1530 4532
4 50 50 50 288
5 50 266 389 4150
média 50 443 715 8987
Desvio padrdo 0 703 651 8942
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Tabela 17
ELISA com camundongos de grupo A, PorA adjuvantada com alume
Subtipo de [ P1.12-1,13
Neisseria

titulagdo
camundongo n° Dia 0 Dia 14 Dia 28 Dia 42
1 50 50 116 50
2 50 50 50 50
3 50 50 50 50
4 50 50 50 50
5 50 50 50 756
média 50 50 63 191
Desvio padrdo 0 0 30 316
Tabela 18
ELISA com camundongos de grupo A, PorA adjuvantada com alume
Subtipo de{P1.7-2,4
Neisseria

titulagdo
camundongo n° Dia 0 Dia 14 Dia 28 Dia 42
1 50 50 50 499
2 50 50 1361 24390
3 50 112 244 4113
4 50 50 50 50
5 50 50 417 1473
média 50 62 424 6105
Desvio padrio 0 28 545 10342
Tabela 19
SBA com camundongos de grupo A, PorA adjuvantada com alume
Subtipo de|P1.5-2,10 P1.12-1,13 P1.7-2,4
Neisseria

titulagéo titulagdo titulagdo

camundong | Dia 28 Dia 42 Dia 28 Dia 42 Dia 28 Dia 42
on°®
1 160 320 5 5 5 5
2 5 160 5 5 5 1280
3 5 5 5 5 5 1280
4 160 1280 5 5 5 5
5 5 1280 5 5 5 5
média 67 609 5 5 5 515
Desvio 76 557 0 0 0 625
padrdo
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Tabela 20
SBA com camundongos de grupo B, PorA adjuvantada com alume
Subtipo de|P1.5-2,10 P1.12-1,13 P1.7-2,4
Neisseria
titulagdo titulag@o titulacdo
camundongo n° Dia28 |[Dia |Dia28 Dia42 |Dia28 Dia 42
42

1 5 1280 |5 5 5 10
2 1280 [1280 |5 5 10 20
3 5 1280 |5 5 5 5
4 5 320 |5 5 5 5
5 5 640 |5 5 5 1280
média 260 960 |5 132 6 264
Desvio padrdo 510 405 0 254 2 508
Tabela 21
SBA com camundongos de grupo C, PorA adjuvantada com alume
Subtipo de|P1.5-2,10 P1.12-1,13 P1.7-2,4
Neisseria

titulagdo titulagdo titulagdo
camundongo n® [Dia28 Dia 42 Dia 28 Dia 42 Dia 28 Dia 42
1 5 5 5 5 5
2 5 5 5 5 5
3 5 5 5 5 5
4 5 5 5 5 5
5 5 5 5 5 5
média 5 5 5 5 5
Desvio padrido 0 0 0 0 0
Tabela 22
SBA com camundongos de grupo A, PorA adjuvantada com alume
Subtipo de | P1.5-2,10 P1.12-1,13 P1.7-2,4
Neisseria

titulagdo titulagdo titulagdo

camundongo |Dia 28 Dia 42 |Dia 28 Dia42 |Dia28 Dia 42
nO
1 40 1280 |5 5 5 5
2 5 5 5 5 5 5
3 5 640 5 5 5 160
4 5 5 5 5 5 5
S 20 1280 |5 5 S 5
média 15 642 5 5 5 36
Desvio padréo | 14 570 0 0 0 62
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Tabela 23
SBA com camundongos de grupo A, PorA adjuvantada com alume
Subtipo de|P1.5-2,10 P1.12-1,13 P1.7-2,4
Neisseria '

titulagdo titulagdo titulagéo
camundongo n° | Dia 28 Dia42 |Dia28 Dia 42 Dia 28 Dia 42
1 5 5 5 5 5 5
2 20 1280 5 5 5 320
3 80 320 5 5 5 160
4 5 10 5 5 5 5
5 10 80 5 40 5 5
média 24 339 5 12 5 99
Desvio padrio |29 484 0 14 0 126

Tabela 24
Comparagio de titulagdes de anticorpos anti-PorA e titulagdes de anticorpos bactericidas
Titulagdes contra subtipos PorA Ensaio}
grupot camundongo P1.5-2,10 P1.12-1,13 P1.7-24
nO
A 1 + - - ELISA
A 1 + - -
A 2 + - +
A 2 +/- - +
A 3 - - u
A 3 - - =
A 4 + - +
A 4 ++ - -
A 5 + - +/-
A 5 +++ - -
B 1 + +/-
B 1 +++ -
B 2 ++ - +
B 2 +++ - -
B 3 ++ - -
B 3 ++ -
B 4 -+ -
B 4 ++ -
B 5 + -
B 5 ++ -
D 1 ++ - -
D 1 +++ - -
D 2 + - +
D 2 - - -
D 3 i - +/-
D 3 ++ - +/-
D 4 - - -
D 4 - - -
D 5 + - -
D 5 + - -
E 1 + - -
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E 1 - - -
E 2 + +/- +/-
E 2 +++ - +
E 3 +/- - +
E 3 + - +/-
E 4 - - +
E 4 - - -
E 5 +/- - -
E 5 +/- +/- -

+ grupo A, PorA adjuvantada com alume; PorA ndo-adjuvantado; D, PorA adjuvantada com
beta cruzada 25 %; PorA adjuvantada com beta cruzada a 75 %.

| titulacdes absolutas sdo dadas: sinais de - para nenhuma titulagdo, sinais de + para
titulagdes.

Mais sinais de + referem-se a titulagGes relativamente altas.

t ELISA, ELISA de anticorpo anti-PorA; SBA, ensaio bactericida com soro. Ambos o0s
ensaios com subtipos de PorA individuais. Ambos os ensaios com subtipos de PorA
individuais.

Tabela 25: Sumario de sintomas em animais tratados com Gallimune® FLU H5N9

grupo |Dia Nimero de camundongos | Sintoma(s)
com sintomas
T10 22-25 8 Pelos erigados
T10 22-25 8 Sentando com corcova
T10 26 2 Pelos ericados
T10 26 1 Sentando com corcova
T10 30-41 2 Inchago no sitio de inoculagéo

Tabela 26: escores clinicos ap6s inoculagdo com H5N1

Grupo/Tratamento | Escore total por grupo #
Dias ap6s infecgéo
1 {2 |3 [4 |5 |6 |7 [8 (9 [10 |11 [12 |13 |14
TO1 {&gua 0 |0 (3 [7 |7 (7 [21]21 {129 |9 (9 |6 |3
TO03 |Beta 0 [0 |7 |8 |8 (8 |18 |14 |12 |11 |10 |5 |1 |O
cruzada -I-
I (33 %)
T10 |virus  dal0 |0 |3 |8 (8 |8 [6 |5 |3 (3 {1l |1 |0 (O
gripe aviaria
(H5N9)
inativado
Tabela 27: Sintomas respiratorios apds exposi¢do a H5N1
Grupo/Tratamento | Numero de camundongos com sintomas
Dias ap6s infec¢édo
1 |2 (3 [4 [5 {6 [7 |8 |9 [10 |11 |12 |13 |14
TO1 |agua 0 [0 [0 [0 |0 |0 [7/7]7/7]4/4]3/3[3/3|3/3|2/3]|2/2
TO3 |beta cruzada|0 |0 |0 |0 |0 |O [5/8|4/8(3/8|3/8]|3/8(1/8(0 |0
-1-111 (33 %)
T10 |virus  da|0 (O |0 |0 (0 (O O (O (O |[O |O (O (O |O
gripe aviaria
(H5N9)
inativado
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Tabela 28: Letalidade apds inoculagdo com H5N1

Grupo/Tratamento | Numero de camundongos por grupo por dia #
Dias apds infecgdo

0 {1 {2 [3 |4 [5 |6 |7 |8

O
P
(=]
i
—
LI | —
[\
—
W
Y—
S

TO1 |4agua 8 |7 |7 17 |7 7 (7 |7 |7 {4 |3 6
T03 |beta cruzada|8 |8 {8 |8 |8 [8 (8 [8 |8 |8 |8 |8 |8 (8 |8 |O
-I-II (33 %)

T10 |virus dal8 (8 |8 [8 |8 (8 |8 |8 |8 |8 (8 (8 (8 |8 (8 |0
gripe aviaria
(H5N9)
inativado

Tabela 29: titulagGes de neutralizagdo de NPLa

3# Grupo [Dia0 |[Dia |Dia5 |Dia |Dia |Dia |Dia |Dia26 |Dia33 |Dia42
2 9 12 |16 |19

114 |TO1 |- - - - - - - - - -

115 |[TOl |- - - - 10 |- - - - -

116 |TOo1 |- - - - - - - - - -

117 |TOl |- - - - 15 |- - - - -

118 |[TO1 |- - - - - - - - - -

119 [TO1 |- - - 10 |- - - 15 - -

120 | TO2 |- - - 10 |- - 10 - #
121 |T02 |- - - - 15 |- - 20 - #
122 |[T02 |- - - - 10 |- - 10 - #
123 |[T02 |- - - - - - - - - #
124 |T02 |- - - - - - - - - #
125 |T02 |- - - - - - - 20 20 #
126  |TO3 |- 10 |- - - - - 15 20 15
127 |TO3 |- 10 |- - - - - 10 - -

128 |{TO03 |- - - - - - - 10 10 -

129 |TO3 |- - - - - - - 30 20 30
130 |TO3 |- - - - - - - 20 0 15
131  |TO3 |- - - - 15 |- - 20 10 15
132 |[T04 |- - - - - - - 10 - #
133 [T04 |- - - 10 |- - - - - #
134 |[T04 |- - - - - - 20 20 #
135 |TO4 |- - - - - - - 10 - #
136 |T04 |- - - - 15 |- - 20 - #
137 |[T04 |- - - - 10 |- - 20 20 #
138 |TOS |- - - - - - - 10 10 #
139 [TOS |- 10 |- - - - - 15 10 #
140 |TOS |- - 15 - - - - 15 - #
141 |TOS |- - - - - - - 10 10 #
142 | TOS |- - - - - - - 20 - #
143 |[TOS |- - - - - - - 240 60  [160
144 |TO6 |- - - 10 |160 | 640 |3840 |>10240 |40960 |81920
145 | TO6 |- - - 15 |120 |960 [2560 |>10240 |20480 |122880
146 |T06 |- - - 15 (80 (80 [320 {>10240 2560 10240
147 | TO6 |- - - 15 |60 [240 |[1280 |>10240 [20480 [61440
148 | TO6 |- - - 10 |30 |480 [5120 |>10240 |>40960 | 61440
149 | T06 |- - - 15 |160 | 160 |640 |>10240 |10240 |20480
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Tabela 30: Sumario de sintomas clinicos

grupo Mal-estar Problemas de | Problemas Sangramentos
digestdo respiratorios
TO1 Controle (60 %)76 % |(8 %)23 % (38 %) |(8 %)22 % |(20 %)26
(100 %) (33 %) % (38 %)
T03 E2 (58 %)65 (13 %)37 % (60 - (7 %)8
adjuvantada | %(71 %) %) %(20 %)
com beta
cruzada
Teste t de Student 0,092 0,078 0,006 0,002
(valor P)
Tabela 31: Escores clinicos apds exposi¢do
Dias ap6s infecgéo
4 Thx |0 [1 {2 |3 |4 |5 |6 |7 (8 |9 |10 |11 |12 |13 |14
114 [TO1 |- |- - |- 1 |3 |3 (3 |3 [5 [5 |4 |%
115 {TO1 |1 1 1 1 {1 |4 |4 |5 |5 {6 [6 [4 |61
116 { TO1 |- |- - - (2 12 [3 [3 |3 [3 [4 |4 |6F
117 | TO1 |- |- - - 12 (2 [3 [3 |5 |7,
118 [TO1 |- |- |- |- [2 |2 |4 |3 |3 [3 [5 [5 |%
119 | TO1 |- |- |- |- |2 |2 {4 [4 [4 |5 [5 |5 |6%
126 |T03 |- |- |- |- |- |2 [5 [4 [3 |3 {4 |2 [4 [3 |2
127 [ TO3 |- |- - - - 1 |3 {3 [3 [4 [4 |4 |7
128 [ TO3 |- |- - |- - 12 |3 [3 |4 {5 |5 |2 [3 {4 |5
129 | TO3 |- |- - - |- 1 (3 (2 |2 {2 |3 |2 [2 |1 |1
130 [ TO3 |- |- - |- |- 1 (3 (3 |2 [2 [4 ]2 {3 |3 [3
131 {TO3 |- |- - |- |- 12 |4 [4 |4 |3 |3 [4 [4 |4 |4
143 [ TOS |- |- - |- |- 12 [4 [4 |4 |4 |3 [3 [4 |4 |4
444 | TO6 |- |- - |- |- 1 (1 {1 |1 {1 (1 J1 [1 |1 |1
145 | T06 |- |- - - - - |-
146 | T06 |- |- - - - - |-
147 [ TO6 |- |- - - - - ]-
148 | TO6 |- |- - - - - |-
149 | TO6 |- |- - - - - -

+ morreram; } eutanizados. Numeros indicam numero de sinais clinicos.
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Tabela 32 Temperatura

[Dias ap6s Infecgdo

iGrupo |/ 2 13 4 5 6 7 8 19 10 11 12 j13 14 P
114 TOI  [394 398 M02 K13 Hl,] 41,5 H1,5 K16 MO8 |02 HMO2 B83 9
115 TOI  [392 394 P99 HMI3 Hll 430 420 416 U410 414 404 K04 [394 9
116 TOI  [39,7 39,7 [403 |08 [41,0 {414 M09 W13 K13 404 W04 396 386 9
117 TOI [392 9,5 M02 K18 WYl4 120 K30 4l6 Hl1 7
118 TOl [396 [39.8 K03 (1,8 |12 W15 K17 WL7 @11 @413 HOS5S BB97 9
119 [TO1 394 [39,7 [399 {09 WLO |13 K12 @112 @07 K12 [398 393 B87 u
126 T03 394 398 406 W17 L5 W12 Mol 08 403 P99 P99 KOB PBI1 P85S 8
127 [T03 39,6 [39,7 MO0 MI3 K13 K18 KU1L6 H00 MO9S W12 HII 9
128 [TO3 393 1392 [400 K16 M9 |06 K30 K18 WMI3  HIL9 410 406 K00 HO3 |12
129 [TO3 396 1396 [399 K04 MO6 @13 K13 402 MO KOS P39S [39,7 P97 BI9.7 |7
130 T03 [396 392 B95 W09 W13 U413 K02 K12 K13 K13 413 ALl @13 K12 |11
131 [TO3 396 [39,5 403 K1,5 W15 W10 P14 J407 MO0 MO0 P99 [391 P390 B96 |8
143 [TOS 388 [388 394 HO,1 414  |414 KB18 K15 H07  |40,0 MO H03 P92 PB94 9
144 TOC 396 [39,1 [390 [392 [398 90 392 P94 396 P91 P92 (92 P87 350 |0
145 [T06 39,1 39,5 393 [392 [B93 [39.1 [B93 392 P94 391 P393 P92 B89 [392 |0
146 TO6 [392 1393 B89 39,1 B95 [B93 P94 P93 [97 P390 96 P95 89 B93 [0
147 TO6 393 39,0 B89 P90 [395 B89 P39 [389 395 87 P90 B90 P91 P90 [0
148 [T06 393 393 P3B92 B9,5 [397 P92 P94 P92 1395 392 P95 393 P92 393 [0
149 [TO6 [389 389 [387 I387 39,0 86 39,1 [389 (39,5 [392 P92 P390 PB89 394 |0

Na ultima coluna indicé—se o numero de dias com febre (>40,0°C).
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Tabela 34: Sumario de leucopenia observada na trombocitopenia apds exposi¢do

infecgdo

grupo Leucopenia Trombocitopenia

TO1 |Placebo N=6* |(2) 4 (5 |(5) 7 O]

TO3 |E2 -  beta|N=6 2) 7 1(10) [(2) 7 (10)
cruzada

T06 |E2+DOE N=6 - - |- (1) 1 (1)

TO03 versus TO1 (teste T) 0,240 0,814

TO3 versus T06 (teste T) 0,005 0,048

* todos os porcos morreram ou foram eutanizados



IDENTIDADES DE SEQUENCIA
SEQUENCIA ID 1

seqiiéncia de DNA da hemaglutinina 5 (HS) da gripe aviéria

ggatecgatcagatitgeatiggiiaccatgorancancicgacagageaggtizacacaataatggaaaaga
atgttactgttacacatgoecasgacatactggaaaggacacacaacgggaapctctgcgatctaaatggagte
angeetetcatitigagggatigtagtptageiggatagotoctoggaaacectatgtgtgacgaaticatcaatg
tgocggnatgpictiacatagtogagangeeeagticcagocantgaccictgttatccaggpaniticascgact
atpaaganctganacacctatigapgeagaatanaccattitgagaaaaticagatcateeccaanagtictizg
tocaateatgatpectcatcagpppigagoteapeatotecatacetipgeaggtoctoctititcaganatotgpt
atppettatcanasagaacagtecatacecaacaataaagaggagetacantaataccanceangaagatett
itgetactytaggapaticaccateetanagatpepgeagageagacanagetctateaanatecanceaccta
atticoptigsaacatcancaciganceagagatippitceagaantopetactagacceannptanacegpe
mgtggxagaﬂtggagtbﬁt&ggﬁmt&&aag@gﬁsﬁgﬁtg&ﬂ%ﬂtﬁﬁcgﬂg&gtﬂtgg&aat

atgﬁamtgma&cmgtg&amtgggggcg&msﬂmmmmmmﬁ
o:ctcaccatcggggaa tgmﬁatatgtgamﬁ:aaacagamgmtgcgactggacmagaaﬂm

mmtsm@teﬁtmtwwcamgmtgmwtmgm&m
gaatccactcasaagpraatagatypapteaccaataageteaactogateattancanaatauacacteast
ﬁgngg&gﬂgg&ﬂgEgaattlxataacttggsaaggaggsmgagutthgatggaagacg
gattestapatitctppacttacaatgetpas gttctcatggaanatpapagaactetegactttcatga.
cicaaatgteangaacetttacgacangeiocguctacagettagppatastponanggagetgzetaatggit
gtttcgaattﬁatéﬁc&natgtg&tmtgaatgﬂtggaaagtgtama&:gg&acgtatgm:tacccgi:sg

2 sgasataagtoesgtaaaattgpaateaatzsgaacatacca

SEQUENCIA ID 2

Seqiiéncia de aminoacidos da hemaglutinina 5 (HS) da gripe aviaria

mrputuwpliililienpeyvagedgicigyhannsteqvdtimeknvivthagdilerthngkledingvkpli
Irdesvagwiipnpmedefinvpewsyivekaspandleypenfadyeelkhllarinhfekiqiipkeews
nhdassgvesacpylgrssfimyvwlikknsayptikrsynntnqedilviweihhplkdaacqiklygnpt
tyisvgtstingrlvpeiatrpkvagquprmefiwtilkpndainfesngnfinpeyaykivkkedstimkse
leyg:nen:kaqtpmgmnssmpihnihplhgeq:kyvksnﬂvlatgimtpg!emkkrgiﬁgmagﬁeg
gwagmvdgwygyhbeneqeagraadkestgkaidgvinkvnstinkmntqfeavgrefanlerrienln
kk.m.adgﬂdetynaeDvlmenertldmdsnvkn]ydkvrlqlrdnakelgngnfefyhkcdnecmgs
vkngtydypgyseearinreeisgvklesmotyqilaaadykdhdgdyhdhdidykdhidgaahhh
hhh

SEQUENCIA ID 3

sequéncia de DNA da hemaglutinina 7 (H7) da gripe aviaria

Agatctgaceanateigeettgggoateataecsteicaancgggactasngtasacacattanctyngakag
gagtegaagtcgitaatgrancteanacgetggancgancaaacgitoccaggatetgoicansageanaa.
geacagtigaccicgpteaatgtegacttetaggaacaatcactgggocacceeaatgigaccantiectagaat
tttegpocgactiaatiattgreugEcsnpnaggangtgatgtotgtintocigggaaattesigantzuagaa
getetgaggeanaticteagapagicaggoggaattgacnaggagacaatgggaticacctacapoppantaa
gaactaatggageaaccagipeatgiaggagaicaggatetieatictatgeagapateaastpaciockgion
aacacagacanigetgetiteocgraaatgactaagteatacaagancacaaggaaagaccoagetcigataa
tatgggggatceaccaticeggateaactacagaacagaceangetatatggpagtpzasacaaactgataace
agttgggagtictaatiaccaacagtectttgtacegagtecagpaprgnenocacangtgantggecaateteg
aagaattgactiteattggetgatactanacectaatgacacgpteactticagtttcaatggggecticatagete
cagaccgtgeangettictzagaguznagteentegenaticagngtaaagtacaggitgatgecaatigtgaa
ggagattgetatcatagtopapppacastaatasgtastitgroctticaguacataaatageagggeagtag
ganaatgteegapgutatgttaagoangaeagtctectetizgraacaggagiguagaatgticecgaaatese
aapngaggageagenpaggectatttgptpetatageggptitcatigaanatggatggeaagstitgatizat
gegtegtatgediteagpeateaanatpeacanggggagggaactgotgeagatiacanaageaceeaateag
caattgatcasntaacapppnaatinaatcgpetiatagaanasactaaccaacagttigagttaatagacan
tgaatteactgappttpaanagranatipgeaatatgataaactggaccagagaticeatgacagangtytey
toctataacpetpanctettaptagenatpgagantcageacacaattgatetggeegacieaganatgascaa
actgtacgaacgagtgnrgagacanctgagagagaatgocgasgaagatggeactggtipcticganatatit’
cacaagtgtyatgacgactgoatgpeeagtatiagaaacaacacctatgateacageaagtacagggangany
caatacaasstagaatacsgatigacceagicaanctaageageggotacanagatetgatacitpeggecar




SEQUENCIA ID 4

Seqiiéncia de aminoacidos da hemaglutinina 7 (H7) da gripe aviaria

mrpwtwvllllllicapsyagsdkiclghhavsngtkvntltergvevvnatetvertnvpricskgkrtv
dlgqcegllgtitgppgedgflefsadliierregsdveypgkfvneealrqilresggidketmgftysgirtngat
sacrrsgssfyaemkwllsntdnaafpgmtksykntrkdpaliiwgihhsgstteqtklygsgnklitvgss
nyqqsfvpspgarpqvngqsgridthwlilnpndtvifsfngafiapdrasflrgksmgigsevqvdanceg
deyhsggtiisnlpfqninskavgkepryvkqeslllatguknvpeipkrrrrglfgaiagfiengweglidgw
ygfrhgnaqgegtaadykstqsaidqitgkinrliektnqqfelidneftevekqignvinwtrdsmtevws
ynaellvamenghtidladsemnklyervkrqlrenaeedgtgefeifhkedddemasirnntydhskyre
eaiqnriqidpvklssgykdvilaaadvkdhdgdvk idykdhdgaahhhhhh

SEQUENCIA ID 5
DNA da proteina E2 do Virus da Febre Suina Cléssica

GCTACCCGATCCATCAAGRTGCTECCECGGCCAGETEETCCACGEGETEAT

CTGECTGCTGCTEETCACACECECCCAGCECCEECTEECCTECARAGAGGACCACAGATA
CGCCATCAGCACCACCAACGAGATCGGCCTECTGEECECCEAGGECCTGACCACCACCTE
GAAAGACTACARCCACAACCTGCAGCTGEACGACGECACCETGRAGHCCATCTGCATEGE
CEECAGCTTCAACGTEGACCECCUTEARCETGUTETCCCGRCECTACCTEGCCAGCCTECA

GACCGAGGARATGGECEACCACTTCAGCTTCEGCCTGTGCCCCTACGACACTAGCCCCGT
GETGAAGGECAAGTACAACACCACCCTGCTGRACGGCABCGCCTTCTACCTGETGTGCCC
CATCGEUTGEACCEECETCGATCGAGTGCACCGCCCTEGAGCCCCACCACCCTGAGGACCGA
GETGEETCAAAACCTTCOGGCECGAGAAGCCCTTCCCCTACCGGLEEGACTECGTEGACCAC

CACAGTGGAGARCEAGGACCTETTCTACTECARGTGEGGCECCARCTGEACCTGCETGAA
GEGCEAGCCCHTEACCTACACCGRCERALCCGTGARGCAGTECCEUTEGTGCEGCTICGA
CTTCAACGAGCCCEACGECOTECCCCACTACCCOATOGECARCTGCATCCTAGCCARCGEA
GACCGECTACCOGATCGTGGACAGCACCEACTGIARCCEGECACEACETGETGATCAGCAL
CGAGGEGCACCCACGAGTGCCTEATCGGCAACACCACAGTGAAGETCCACBCCCTGOACEA
GOGECTEEGCCCCATELCCTRCOGGCCCAARGAAATCGTGACCABCECCEGACCCGTGCE
CAAGACCAGCTECACCTTCARCTACGCCAAGACCCTECEGAACCGETACTACGRABCCCCG
GGACAGCTACTTCCAGCAGTACATACTGARGCGCGARTACCAGTATTGETTCGACCTGRA
COPGACCEACCEACACAGCGACTACTTCECCGAGTTTECCCGCCEOEAGCTC

SEQUENCIA ID 6

Aminoécido da proteina E2 do virus da febre suina classica

GTGSIKVLRGQVVQGVIWLLLVTGAQGRLACKEDHRYAISTTNEIGLLGAEGLTTTWKE
NHNLQLDDGTVKAICMAGSFKVTALNVVSRRYLASLHKDALPTSVTFELLFDGTSPLTEE
MGDDFGFGLCPYDTSPVVEKGKYNTTLLNGSAFYLVCPIGWTGVIECTAVSPTTLRTEVVK
TFRREKPFPYRRDCVTTTVENEDLFYCKWGGNWTCVKGEPVTYTGGPVKQCRWCGFDEN
E
PDGLPHYPIGECILANETGYRIVDSTDCNRDGVVISTEGSHECLIGNTTVKVHALDERLG
PMPCRPEEIVSSAGPVRETSCTFNYAKTLRNRYYEPRDSYFQQYMLKGEYQYWFDLDVTD
RHSDYFAEFAAAS

SEQUENCIA ID 7

DNA e seqiiéncia de aminoacidos da catepsina L3 de Fasciola hepatica

catepsina (proteina CL3)



3

ggtaccqgatcaagcaacgacgtgagctggcacqagtggaagngatgtacaacaaagag
& T 6 S S K DV 8§ W H E W KR MY N KE
tacaacggcgccgacgaggaacacqggcqgaacatctqgggcaagaacgtgaagcacatc
¥ N ¢ A D E E H R R N I W G K N V KH I
qaggaacacaacctgcggcacgaccggggcctggtgacctacaagctgggcctgaaccag
E E H N L R H DRGUIL VYV T Y K 6L N Q
ttcaccgaccccaccttcgagqaattccaggccaagtacctgatggaaatqagccccgtg
F T D PP T F EETFQAIZ KYTLHMEMSPYV
agcgagaqcctgachacqgcgtgagctacgaqgccgagggcaacgatgtgcccgccagc
$ £ 5 L § b G V S5 Y¥YEAZEGDNTDVPARS
atcgactggcgggagtacggctacgtgaccgaggtgaagg&ccagggccagtgcggcagc
I p ¥ R E Y 6 Y VTEUV K DQGOQTCG S
tgctgggccttcagcgccgtgggcgccatogagggccagtecgtgaagaagttccaqaag
C WA F &8 AV 66 A I EBEGOQQYV K KTFQ
cagaccctgttcagcqagcagcagctgqtcgactqcacccggcggttcggca&ccacggc
g T L F S E Q QL VY Db CTRZBRTFEFGNZBEG
tgtggcggcggatggatggaaaacgcctacaagtatc%gaagaacagcggcctggaaacc
C 6 G G W MEW®NA SBB®YTZ XKYTZLI KNS SGZILZET
gccagctactacccctaccaggccgtggagtaccagtgecagtaccggaaagaactgggc
A S Y Y P Y Q AV EJZYOQCQYRIEKETZLG
gtggccaaggtgaccgchcctacaccgtgcacagcggcgacgaqatgaagctgatgccc
vV A K VT G A Y TV HS 66 DE M KL M P
atggtgggccgggaaggccctgcagccgtggccgtggacgcccagagcgacttctacatg
M ¥V 6 R E G P A AV AV B AOSODT FUYHMHW
tacgagagcggcatctttcagagccagaCctgcacc&gcagaégCgtgaCCcacgccgtc
¥ E 8 6 I F Qg S T CT S RS Y T HAV
ctggccqtgggctacggcaccgagtccggcacagactactggattctgaagaagtcctqg
L AV @ ¥ G E S 6 TD Y WIIL KDNSNVW
ggcaagtggtggggcgaggacggctacatgcggttcgcccggaaccggggcaacatgtgc
6 K ®§ W ¢ B D G ¥ ¥ R F A &8 N R G R M C

gecategocagegtggectcogtgoctatggtggageggt teceegoggeeqegagetc
4 I A $ ¥V A S VP H¥ VYV ERFP2ABABAS

SEQUENCIA ID 8

Seqiiéncia de aminoacidos do peptidio de catepsina L3 de Fasciola hepatica

com uma extensdo Cys amino-terminal (peptidio CL3)

CSNDVSWHEWKRMYNKEYNG
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REIVINDICACOES

1. Método para produzir uma composi¢do imunogeénica,

compreendendo pelo menos um peptideo, polipeptideo, proteina,

glicoproteina e/ou lipoproteina, caracterizado pelo fato de compreender

prover referida composi¢do com pelo menos uma estrutura f3-cruzada.

2. Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo

fato de que a referida estrutura B-cruzada é induzida em pelo menos parte de
referido pelo menos um peptideo, polipeptideo, proteina, glicoproteina e/ou
lipoproteina.

3. Uso de estruturas B-cruzadas, caracterizado pelo fato de ser

na preparagdo de uma vacina para a profilaxia de uma doenca infecciosa.
4. Uso de estruturas B-cruzadas induzidas em um componente

de proteina de um agente infeccioso, caracterizado pelo fato de ser na

preparagdo de uma vacina induzindo uma resposta imune contra referido
agente infeccioso.

5. Uso de acordo com a reivindicagdo 4, caracterizado pelo

fato de que referido componente de proteina é uma proteina viral e em que
referido agente infeccioso € um virus.

6. Uso de acordo com a reivindicagdo 4, caracterizado pelo

fato de que referido componente de proteina ¢ uma proteina bacteriana e em
que referido agente infeccioso é uma bactéria.

7. Vacina de subunidade, caracterizada pelo fato de

compreender pelo menos uma proteina viral, em que pelo menos 4-50%,
preferivelmente 10-30% de referida proteina viral estd em uma conformagio
compreendendo estruturas f-cruzadas.

8. Vacina de subunidade, caracterizada pelo fato de

compreender pelo menos uma proteina bacteriana, em que pelo menos 4-50%,
preferivelmente 10-30% de referida proteina bacteriana estd em uma

conformagdo compreendendo estruturas f-cruzadas.
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9. Vacina de subunidade, caracterizada pelo fato de

compreender pelo menos duas proteinas virais, em que pelo menos 4-50%,
preferivelmente 10-30% de pelo menos uma das referidas proteinas virais esta
em uma conformagido compreendendo estruturas -cruzadas.

10. Vacina de subunidade, caracterizada pelo fato de

compreender pelo menos duas proteinas bacterianas, em que pelo menos 4-
50%, preferivelmente 10-30% de pelo menos uma das referidas proteinas
bacterianas estd em uma conformagio compreendendo estruturas -cruzadas.
11. Método para melhorar a imunogenicidade de uma
composi¢do compreendendo pelo menos um peptideo, polipeptideo, proteina,

glicoproteina, e/ou lipoproteina, caracterizado pelo fato de compreender

- contatar pelo menos um de referido peptideo, polipeptideo, proteina,

glicoproteina e/ou lipoproteina com um agente indutor B-cruzado, assim
provendo referida composigdo com estruturas B-cruzadas adicionais.

12. Meétodo para intensificar a imunogenicidade de uma
composi¢do de vacina compreendendo pelo menos um peptideo, polipeptideo,

proteina, glicoproteina, e/ou lipoproteina, caracterizado pelo fato de

compreender contatar pelo menos um dentre referido peptideo, polipeptideo,
proteina, glicoproteina e/ou lipoproteina com um agente indutor B-cruzado,
assim provendo referida composi¢do de vacina com estruturas B-cruzadas
adicionais.

13. Método para determinar a quantidade de estruturas B-

cruzadas em uma composigdo de vacina, caracterizado pelo fato de

compreender contatar referida composi¢do de vacina com pelo menos um
composto de ligagdo de estrutura B-cruzada e relacionar a quantidade de
estruturas B-cruzadas ligadas & quantidade de estruturas B-cruzadas presentes
na composi¢do de vacina.

14. Uso de estruturas -cruzadas, caracterizado pelo fato de ser

na preparagdo de uma composi¢do imunogénica para a profilaxia e/ou
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tratamento de cancer.

15. Uso de estruturas B-cruzadas, caracterizado pelo fato de ser

na preparagio de uma composi¢do imunogénica para:

- imuno-castragdo e/ou

- a profilaxia e/ou tratamento de aterosclerose, amiloidoses,
doengas autoimunes, rejei¢des de enxerto-versus-hospedeiro e/ou rejeigdes a
transplantes.

16. Composigdo imunogénica, caracterizada pelo fato de

compreender um antigeno bacteriano ou parasitico ou viral, referido antigeno
compreendendo pelo menos entre 4-50%, preferivelmente 10-30% de referido
antigeno estd em uma conformagéo de estrutura p-cruzada.

17. Composigdo imunogénica de acordo com a reivindicagdo

16, caracterizada pelo fato de que referido antigeno compreende proteina

HPV E6, proteina HPV E7, hemaglutinina H5 de influenza, hemaglutinina de
influenza H7, proteina de pestivirus E2, proteina de Fasciola hepatica CL3
e/ou proteina de Neisseria PorA.

18. Composi¢do imunogénica de acordo com a reivindicagdo

16 ou 17, caracterizada pelo fato de que € uma vacina.

19. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1-

2 ou 11-13, caracterizado pelo fato de que referido pelo menos um peptideo,

polipeptideo, proteina, glicoproteina e/ou lipoproteina, compreende HPV E6,
HPV E7, Fasciola hepatica CL3, Influenza H5, Influenza H7, proteina de
pestivirus E2 e/ou proteina de Neisseria PorA.

20. Composicdo imunogénica, caracterizada pelo fato de

compreender uma B2glicoproteina I ou um peptideo antigénico da mesma,
referida composi¢do imunogénica compreendendo pelo menos entre 4-67%,
preferivelmente 10-33% de referida proteina ou peptideo em uma
conformag&o de estrutura -cruzada.

21. Composi¢do imunogénica, caracterizada pelo fato de
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compreender uma B2glicoproteina I ou um peptideo antigénico da mesma, em
que referida P2glicoproteina I, ou um peptideo antigénico da mesma, €
copulada a ou misturada com outra proteina ou peptideo da mesma,
compreendendo pelo menos entre 4-67%, preferivelmente 10-33% de referida
outra proteina ou peptideo em uma conformagdo de estrutura B-cruzada.

22. Uso de uma composi¢do imunogénica como definida na

reivindicagdo 20 ou 21, caracterizado pelo fato de ser para a profilaxia ou

tratamento de uma doenga autoimune.

23. Composi¢do imunogénica, caracterizada pelo fato de

compreender uma proteina bacteriana ou parasitica ou viral ou um peptideo
antigénico da mesma, referida proteina compreendendo pelo menos entre 4-
67%, preferivelmente 10-33% de referida proteina ou peptideo em uma

conformagéo de estrutura B-cruzada.

24. Composi¢gdo imunogénica, caracterizada pelo fato de
compreender uma proteina bacteriana ou parasitica ou viral ou um peptideo
antigénico da mesma, em que referida proteina ou peptideo antigénico ¢
copulado a ou misturado com outra proteina ou peptideo compreendendo pelo
menos entre 4-67%, preferivelmente 10-33% de referida outra proteina ou
peptideo em uma conformagdo de estrutura B-cruzada.

25. Composi¢do imunogénica de acordo com a reivindicagdo

21 ou 24, caracterizada pelo fato de que a referida outra proteina compreende

OVA ou KLLH ou uma combinagéo de ambos.

26. Composi¢do imunogénica ou vacina de acordo com

qualquer uma das reivindicagdes 7-10, 16-18, 20-21, ou 23-25, caracterizada

pelo fato de ainda compreender um adjuvante.
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FIGURA 3
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_ RESUMO

“METODOS PARA PRODUZIR UMA COMPOSICAO IMUNOGENICA,
PARA MELHORAR A IMUNOGENICIDADE DE UMA COMPOSICAO,
PARA INTENSIFICAR A IMUNOGENICIDADE DE UMA
COMPOSICAO DE VACINA, E PARA DETERMINAR A QUANTIDADE
DE ESTRUTURAS BETA-CRUZADAS EM UMA COMPOSICAO DE
VACINA, USOS DE ESTRUTURAS BETA-CRUZADAS, E DE UMA
COMPOSICAO IMUNOGENICA, VACINA DE SUBUNIDADE, E,
COMPOSICAO IMUNOGENICA”

A invencdo refere-se a novos métodos e meios para prover
substdncias proteindceas, como peptideos, polipeptideos, glicoproteinas,
lipoproteinas e compostos complexos compreendendo o primeiro em
combinagiio com outras substincias, como &4cidos nucleicos, estruturas de
membrana, estruturas de carboidratos, com estruturas B-cruzadas, que
melhoram a imunogenicidade de referida substdncia proteinacea. Os
peptideos, proteinas, glicoproteinas, etc., resultantes sdo preferivelmente
usados em vacinas. A invengdo prové um método para produzir uma
composi¢gdo imunogénica compreendendo pelo menos um peptideo,
polipeptideo, proteina, glicoproteina, ef/ou lipoproteina, compreendendo
prover referida composigdo com pelo menos uma estrutura fB-cruzada. A
invehgﬁo também descreve o uso de estruturas B-cruzadas na preparagdo de
uma vacina para a profilaxia de uma doenga infecciosa. A invengéo ainda
prové um método para melhorar a imunogenicidade de uma composi¢ao
compreendendo pelo menos um peptideo, polipeptideo, proteina,
glicoproteina e/ou lipoproteina, compreendendo contatar pelo menos um
dentre referido peptideo, polipeptideo, proteina, glicoproteina e/ou
lipoproteina com um agente indutor B-cruzado, assim provendo referida

composigdo com estruturas B-cruzadas adicionais.
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