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“METODO PARA DETERMINAR A QUANTIDADE DE POLIPEPTIDEO DE
NEUROTOXINA PROCESSADA EM UMA SOLUGAO, DISPOSITIVO PARA
DETERMINAGCAO DA QUANTIDADE DE POLIPEPTIDEO DE NEUROTOXINA

PROCESSADA CONTIDA EM UMA SOLUGAO E KIT ADAPTADO”

[0001] A presente invencdo pertence ao campo das ferramentas
para garantir a produgdo de polipeptideos e seu controle de
qualidade. Especificamente, ela se refere a um método para
determinar a quantidade de polipeptideo de neurotoxina
processada (ativa) em uma solucdo contendo polipeptideo de
neurotoxina processada e parcialmente processada ou néo
processada. A presente invencdo refere-se ainda a um dispositivo
para determinacdo da referida quantidade e a um kit adaptado

para se aplicar o método da presente invencéo.

[0002] Clostridium botulinum e Clostridium tetani produzem
neurotoxinas de alta poténcia, quais sejam, toxinas botulinicas
(BoNTs) e toxinas tetdnicas (TeNT), respectivamente. Essas
neurotoxinas de Clostridium (CNTs) ligam-se especificamente a
células neuronais e interrompem a liberacéo de
neurotransmissores. Cada toxina é sintetizada como uma proteina
inativa, ndo processada, de cadeia simples de aproximadamente
150 kDa. O processamento pds-traducional envolve a formacdo de
pontes dissulfeto e protedlise (quebra) limitada por meio de
protease (s) bacteriana(s). A neurotoxina ativa consiste de duas
cadeias, uma leve N-terminal, com aproximadamente 50 kDa, e uma
pesada, com cerca de 100 kDa, unidas por uma ligacdo dissulfeto.
Dos pontos de vista estrutural e funcional, as CNTs consistem de
trés dominios, quais sejam, a cadeia catalitica leve, a cadeia
pesada - que compreende o dominio de translocacdo (metade N-

terminal) - e o dominio de ligacdo ao receptor (metade C-
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terminal) (cf. Krieglstein 1990, Eur J. Biochem. 188, 39;
Krieglstein 1991, Eur J. Biochem. 202, 41; Krieglstein 1994, J.
Protein 13, 49). As neurotoxinas botulinicas s&do sintetizadas
como complexos moleculares contendo a proteina neurotdxica de
150 kDa e proteinas nédo tdxicas associadas. O tamanho do complexo
difere conforme a cepa de Clostridium e os diferentes sorotipos
de neurotoxina, variando de 300 kDa até 500 kDa, chegando até
900 kDa. As proteinas ndo tdéxicas nesses complexos estabilizam
a neurotoxina e a protegem contra degradacdo (cf. Silberstein

2004, Pain Practice 4, S19-S26).

[0003] Clostridium botulinum secreta sete sorotipos
antigenicamente distintos, designados sorotipos A a G, da
neurotoxina botulinica (BoNT). Todos os sorotipos, assim como
as neurotoxinas teténicas (TeNT) relacionadas, secretadas pelo
Clostridium tetani, sdo Zn?*-endoproteases que Dbloqueiam a
exocitose sindptica por meio da clivagem das proteinas SNARE
(Couesnon, 2006, Microbiology, 152, 759). As CNTs causam a
paralisia muscular flacida observada no botulismo e no tétano

(Fischer 2007, PNAS 104, 10447).

[0004] Apesar de seus efeitos toéxicos, complexos de toxinas
botulinicas tém sido usados como agentes terapéuticos em
diversas doencas. O sorotipo A da toxina botulinica foi aprovado
para uso em seres humanos, nos Estados Unidos, em 1989, para o
tratamento do estrabismo, do blefaroespasmo e de outras
desordens. Ele estd disponivel comercialmente, como preparacdo
protéica de toxina botulinica A, por exemplo, Sob o©0s nomes
comerciais de BOTOX (Allergan Inc.) ou DYSPORT (Ipsen Ltd.). Uma
preparacdo melhorada da toxina botulinica A, livre do complexo,

estd disponivel comercialmente sob o nome XEOMIN (Merz
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Pharmaceuticals GmbH) . Para aplicacdes terapéuticas, a
preparacdo é injetada diretamente no musculo a ser tratado. No
pH fisioldégico, a toxina é liberada do complexo protéico e o
efeito farmacoldégico desejado acontece. 0O efeito da toxina
botulinica ¢é apenas temporario, razdo pela qual pode ser
necessaria a sua administracdo repetida para que o efeito

terapéutico seja mantido.

[0005] As neurotoxinas do Clostridium diminuem a forca dos
misculos voluntidrios e sdo eficazes no tratamento do estrabismo,
da distonia focal (inclusive da distonia cervical) e do
blefaroespasmo essencial benigno. Elas mostraram-se capazes,
também, de aliviar o espasmo hemifacial e a espasticidade focal.
Além disso, sdo eficazes em uma ampla gama de outras indicacdes
como desordens gastrointestinais, hiperidrose e correcédo

cosmética das rugas (Jost 2007, Drugs 67, 669).

[0006] Durante o processo de preparacdo de neurotoxinas de
Clostridium, as determinacdes qualitativa e quantitativa, bem
como o controle de qualidade do polipeptideo de neurotoxina
ativa, s&d&o de particular importédncia. As preparacdes de
neurotoxina disponiveis atualmente contém, além da neurotoxina
ativa desejada (processada ou madura) , um precursor
proteoliticamente nd&o processado e/ou um polipeptideo de
neurotoxina parcialmente processada. 0 precursor
proteoliticamente nao processado ou o) polipeptideo de
neurotoxina parcialmente processada difere do polipeptideo de
neurotoxina madura (ativa, processada) em uma sequéncia de
poucos aminodcidos. Assim, é dificil distingui-los
quantitativamente com base em suas propriedades gquimicas e

fisicas. Por outro lado, a quantidade de precursor
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proteoliticamente ndo processado e/ou de polipeptideo de
neurotoxina parcialmente processada da proteina total pode ser
ainda significativa nessas preparacdes. A quantidade depende do
sistema bioldgico utilizado na produgdo e resulta da biossintese
e das condig¢des do processo de fermentacdo. Portanto, o teor do
polipeptideo de neurotoxina madura, biologicamente ativa
desejado, em preparagdes de neurotoxina, ¢é pré-definido e,

atualmente, dificil de determinar.

[0007] Materiais e métodos para um sistema confidvel de
deteccdo qualitativa e quantitativa de polipeptideo de
neurotoxina madura (ativa) s&o altamente desejaveis, mas néo

estdo disponiveis ainda.

[0008] Assim, o ©problema técnico subjacente a presente
invencdo pode ser visto como a oferta de materiais e métodos
capazes de atender as necessidades acima. Este problema técnico
é resolvido pelas modalidades caracterizadas nas reivindicacgdes

apresentadas adiante e abaixo neste relatédrio.

[0009] A presente 1invencdo se refere a um método para
determinar a quantidade de polipeptideo de neurotoxina
processada (ativa) em uma solucdo contendo polipeptideo de
neurotoxina processada e/ou parcialmente processada ou néo

processada, caracterizado pelas seguintes etapas:

a) colocar em contato uma primeira porcdo da referida
solucdo e um primeiro anticorpo de captura que se ligue,
especificamente, as cadeias leves dos polipeptideos de
neurotoxina madura, parcialmente processada e nao
processada, sob condig¢des que permitam essa ligacédo

formando, assim, um primeiro complexo com anticorpo;
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b) colocar em contato o primeiro complexo com anticorpo e
um anticorpo de deteccdo que se ligue, especificamente, a
cadeia pesada dos referidos polipeptideos de neurotoxina
madura, parcialmente processada e ndo processada presentes
no complexo com anticorpo formado na etapa anterior, de

modo que um primeiro complexo de detecgdo seja formado;

c) colocar em contato uma segunda porcdo da referida solucédo
e um segundo anticorpo de captura dque se ligue,
especificamente, aos ligantes dos referidos polipeptideos
de neurotoxina parcialmente processada e ndo processada,
sob condicdes que permitam essa ligacdo formando, assim, um

segundo complexo com anticorpo,

d) colocar em contato, o segundo complexo com anticorpo e
0 anticorpo de deteccédo, de modo que um segundo complexo de

deteccédo seja formado;

e) determinar a quantidade do segundo complexo de deteccgdo

formado nas etapas b e d, e

f) calcular a quantidade de polipeptideo de neurotoxina
madura, com base nas quantidades do primeiro e do segundo

complexo de deteccdo determinadas na etapa e.

[0010] O método supracitado pode, de modo geral, conter etapas
adicionais, inclusive para preparacgcdo da solugcdo ou avaliacéo
dos resultados obtidos na etapa £. Além disso, as etapas a e b,
assim como ¢ e d, podem ser conduzidas simultaneamente ou em
sequéncia. Neste ultimo caso, as etapas a e b podem ser
realizadas antes ou depois das etapas ¢ e d. Além disso, a
determinacdo a que se refere a etapa e pode ser feita, neste

caso, depois que as duas séries de etapas tiverem sido
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realizadas. Ou entédo, a determinacdo na etapa e, relativa ao
primeiro complexo de deteccgdo, pode ser feita apds as etapas a
e b, enquanto aquela relativa ao segundo complexo de deteccéo
seria feita apds as etapas ¢ e d. O método pode ser automatizado,
no todo ou em parte. A incubacdo e as etapas de medicdo podem
ser realizadas, por exemplo, por um robd. A andlise e a
interpretacdo de dados podem ser realizadas por meio de um

algoritmo de célculo implementado em um computador.

[0011] O termo “polipeptideo de neurotoxina” como utilizado
na presente invencédo refere-se aos sete diferentes sorotipos da
neurotoxina botulinica - BoNT/A, BoNT/B, BoNT/Cl, BoNT/D,
BoNT/E, BoONT/F, BoNT/G - e a neurotoxina tetdnica (TeNT) (ver

Tabela 1) e suas variantes.

Tabela 1: Neurotoxinas botulinica e teténica

Neurotoxina
SEQ ID N. de (comprimento
Referéncia
NO. : acesso: total)/

Cepa bacteriana

Beecher 1997, J Protein | ABD65472.1

Chem 16, 701-712.; GI:8925859 BONT/A
17
Krieglstein 1994, J 2 (Hall/62A)
Protein Chem 13, 49-57.
BAE48264.1
Antharavally 1998, J
GI:8123033 | BoNT/B
18 Protein Chem 17, 417-

2 (Okra)

428.
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BAA89713.1
Sagane 1999, J Protein BONT/C1
19 GI:6729213
Chem 18, 885-892. (C-6814)
BAA90661.1
Sagane 1999, J Protein BoNT/D
20 GI:6939795
Chem 18, 885-892. (CB16)
Antharavally 1997, J CAA43999.1
BONT/E
21 Protein Chem 16, 787- GI:40394
(Beluga)

799.

Sagane 1999, J Protein
CAA73972.1 | BoNT/F
22 Chem 18,

GI:3805790 | (NCTC10281)
885-892.

Campbell 1993, Biochim. | CAA52275.1
23 Biophys. Acta 1216 (3), |GI:441276 |BoNT/G

487-491

Krieglstein 1991, Eur J
Biochem 202, 41-51.; P04958.2

24 Krieglstein et al. GI:135624 TeNT

1990, Eur J Biochem

188, 39-45.

[0012] As neurotoxinas aqui citadas contém, em principio, uma
cadeia leve N-terminal e uma cadeia pesada C-terminal. As
neurotoxinas s&do produzidas como moléculas precursoras de cadeia
simples, aqui chamadas de “polipeptideos de neurotoxina né&o

processada”. As sequéncias da cadeia leve N-terminal e da cadeia
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pesada C-terminal sdo separadas, nas neurotoxinas nao
processadas, por pelo menos um sitio de clivagem proteolitica.
Essas neurotoxinas possuem uma sequéncia de ligacdo entre as
cadeias leve e pesada, de modo que a cadeia leve fica colocada
na porcdo N-terminal, a partir do primeiro sitio de clivagem, e
a cadeia pesada na porgdo C-terminal, a partir do segundo sitio
de clivagem. Em um aspecto da invencdo, a referida ligacdo contém
uma sequéncia de aminocdcidos como mostrado em quaisquer dos SEQ
ID NO: 1 a 16. Durante o processamento das neurotoxinas, a
sequéncia de ligacdo serd removida. Essas neurotoxinas contém
dois sitios de clivagem proteolitica, um na extremidade N-
terminal e outro na C-terminal das sequéncias de ligac&o. Durante
0 processamento dessas neurotoxinas podem surgir intermediarios,
0s quails sdo quebrados em quaisquer dos sitios de clivagem, ou
seja, a sequéncia de 1ligacdo ndo serd removida ainda, mas
permanecera ou na cadeia leve N-terminal, ou na cadeia pesada C-
terminal. Esses intermedidrios sao chamados, nesta
especificacdo, de “polipeptideos de neurotoxinas processadas”.
Outras neurotoxinas contém somente um sitio de clivagem. Para
essas, deve ficar entendido que nenhuma sequéncia de ligacéo
pode ser removida. Contudo, a neurotoxina ndo processada pode
ser 1imunologicamente reconhecida por um sitio de clivagem
proteolitica intacto e sequéncias adjacentes. Para o objetivo da
presente 1invencdo, essas sequéncias adjacentes e o sitio de
clivagem também s&o considerados como um ligante. Assim, o termo
“ligante”, como utilizado neste documento e especificado acima,
refere-se tanto a sequéncia entre as cadeias leve e pesada dos
polipeptideos de neurotoxina que contém dois sitios de clivagem,

quanto ao sitio de clivagem e sequéncias adjacentes dos
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polipeptideos de neurotoxina gque possuem apenas um sitio de
clivagem. Como resultado do processamento obtém-se “polipeptideo
de neurotoxina processada”. Este exibe as ©propriedades
bioldbgicas caracteristicas de uma neurotoxina, ou seja, ligacdo
ao receptor, internalizacdo, translocacdo através da membrana
endossomal para o citosol e/ou clivagem endoproteolitica das
proteinas envolvidas na fus&o da membrana da vesicula sinaptica.
Assim, o polipeptideo de neurotoxina processada &, as vezes,
chamado aqui de polipeptideo de neurotoxina ativa ou madura. A
atividade bioldbgica dos polipeptideos de neurotoxina, em um
aspecto, ¢é resultado de todas as propriedades bioldgicas
supracitadas. Ensaios in vivo para avaliar a atividade bioldgica
incluem o LDsp em camundongo e o ensaio de hemidiafragma de
camundongo ex vivo, como descrito por Pearce et al. e por
Dressier et al. (Pearce 1994, Toxicol Appl Pharmacol 128: 69-77
e Dressier 2005, Mov Disord 20:1617-1619). A atividade bioldgica
é comumente expressa em unidades camundongo (MU). Como usada
aqui, 1 MU é a quantidade de componente neurotdxico capaz de
matar 50% de uma populacdo especificada de camundongos apds

injecdo intraperitoneal, ou seja, a LDsg i.p. no camundongo.

[0013] Em um aspecto do método da invencdo, o referido
polipeptideo de neurotoxina é selecionado de um grupo composto
por um polipeptideo de neurotoxina contendo uma sequéncia de
aminoacidos como as mostradas em quaisquer das SEQ ID NO: 17 a
24, e um polipeptideo de neurotoxina contendo uma sequéncia de
aminocacidos que seja, pelo menos, 40% igual a sequéncia de
aminoacidos do polipeptideo de neurotoxina mostrada em quaisquer

das SEQ ID NO: 17 a 24. As sequéncias de aminoacidos supracitadas

mostram polipeptideos de neurotoxina ndo processada. As
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sequéncias dos polipeptideos de neurotoxina parcialmente
processada ou processada correspondentes podem ser deduzidas das
referidas sequéncias pela informacdo sobre sitios de clivagem
fornecidas na Tabela 3 abaixo. Em outro aspecto da invencdo, o
polipeptideo de neurotoxina possul uma sequéncia de aminoacidos
que é pelo menos 40%, pelo menos 50%, pelo menos 60%, pelo menos
70%, pelo menos 75%, pelo menos 80%, pelo menos 85%, pelo menos
90%, pelo menos 95%, pelo menos 98% ou, pelo menos 99% igual a
sequéncia de aminocdcidos mostrada nas SEQ ID NO: 17 a 24. O termo
“igual”, como usado na presente invencdo, refere-se a identidade
sequencial das sequéncias de aminoacidos, onde as sequéncias séo
alinhadas de modo que o mais alto grau de identidade seja obtido.
Isto pode ser obtido wutilizando-se técnicas ou métodos
publicados, codificados em programas de computador, como, PpPoOr
exemplo, BLASTP, BLASTN, FASTA, Altschul 1990, J. Mol. Biol.
215, 403. Os percentuais de identidade sdo calculados, em um
aspecto, sobre a sequéncia total de aminoadcidos. Uma série de
programas baseados em diversos algaritmos estd a disposicgdo dos
técnicos da A&rea, para comparacdo de diferentes sequéncias.
Neste contexto, os algoritmos de Needleman e Wunsch ou de Smith
e Waterman fornecem resultados particularmente confidveis. Para
fazer os alinhamentos de sequéncias, o programa PileUp (1987, J
Mol Evolution 25, 351; Higgins 1989 CABIOS 5, 151) ou os
programas Gap e BestFit (Needleman and Wunsch 1970, J Mol Biol
48; 443; Smith and Waterman 1981, Adv Appl Math 2, 482), que séao
parte do pacote de software GCG (Genetics Computer Group 1991,
575 Science Drive, Madison, Wisconsin, USA 53711), devem ser
usados. Os valores de identidade de sequéncias indicados acima

em porcentagem (%) devem ser determinados, em um aspecto da
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invencdo, usando o programa GAP sobre a sequéncia completa, com
as seguintes configuracdes: Ponderacdo do Gap: 50; Ponderacdo do
Comprimento: 3; Average Match: 10,000 e Average Mismatch: 0,000
que, a menos que haja especificagdo em contrario, devem ser
sempre usadas como configuragdes-padrdo para alinhamentos de
sequéncias. Deve ser entendido que as variantes supracitadas
devem, em um aspecto da invencdo, conservar pelo menos uma das
propriedades biolégicas das neurotoxinas e, em outro aspecto,
todas as propriedades Dbioldgicas de um polipeptideo de
neurotoxina aqui citado. Em outro aspecto, ainda, as variantes
podem ser neurotoxinas com propriedades bioldgicas
intensificadas ou alteradas; por exemplo, elas podem possuir
sitios de clivagem que sejam melhores para reconhecimento
enzimdtico ou para ligacdo ao receptor, ou gqualguer outra
propriedade especificada acima. E aceitdvel que o conceito da
presente invencdo se baseie na presenca de dois ou mais sitios
de clivagem entre as cadeias leve e pesada do polipeptideo de
neurotoxina, ao mesmo tempo em que a natureza desses sitios de
clivagem e a sequéncia especifica de aminodcidos entre eles néo
importe, desde que o agente seja especifico para o polipeptideo
de neurotoxina parcialmente processada ou ndo processada. Sendo
assim, ¢é outro aspecto da invencdo substituir os sitios de
reconhecimento de protease e o peptideo de ligacdo entre as

cadeias pesada e leve do polipeptideo de neurotoxina.

[0014] Em outro aspecto, o polipeptideo de neurotoxina
conforme o método da invencdo pode ser uma molécula quimérica.
Essa referida molécula gquimérica, em um aspecto, pode ter

dominios simples substituidos. Portanto, em outro aspecto, a
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cadeia pesada da neurotoxina é substituida por uma parte de um

dominio FC de um anticorpo.

[0015] O termo “quantidade”, como usado no método da presente
invencdo, engloba a quantidade absoluta de um polipeptideo, a
quantidade relativa ou a concentracdo deste, bem como qualgquer
valor ou pardmetro que se relacione com ele, ou seja dele

derivado.

[0016] O termo “solucdo”, como aqui utilizado, refere-se a
qualquer sistema solubilizado contendo o ©polipeptideo de
neurotoxina madura e seus precursores polipeptideos de
neurotoxina parcialmente processada e/ou ndo processada. O
sistema solubilizado contém, ainda, um solvente. Os solventes
incluidos nos varios aspectos da invencdo sdo &agua, tampdes
aquosos, solventes orgdnicos e liquidos idnicos. Em um aspecto
da invencdo, o sistema solubilizado é uma solucdo aquosa. Além
disso, a solugdo pode conter outras moléculas, além do
polipeptideo de neurotoxina madura, do precursor do polipeptideo
de neurotoxina parcialmente processada ou ndo processada e do
solvente, incluindo outros polipeptideos bacterianos. Em um
aspecto, a solucdo a ser utilizada no método da presente invencéo
serd uma cultura de células Dbacterianas ou uma preparacao
purificada, ou parcialmente purificada, obtida a partir dessa

cultura.

[0017] O termo “porcdo”, como usado em relacdo ao método da
invencdo, refere-se a uma amostra ou aliquota da solucdo. Em um
aspecto do método da invencdo, a primeira e a segunda porc¢des
citadas na invencdo sdo essencialmente iguais em volume e
contetido. Isto pode ser alcancado, por exemplo, medindo-se o

teor total de proteina na primeira e na segunda porcdo. Um teor
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de proteina total essencialmente idéntico nas duas porcgdes é
indicativo de que elas tém o mesmo contetdo. Contudo, em outro
aspecto ainda, uma porgcdo a ser usada como primeira ou segunda
porcdo pode ser uma diluicdo da amostra ou aliquota da solucgéo.
Devera ser entendido que, dependendo da quantidade de
polipeptideo de neurotoxina a ser determinada (isto &,
polipeptideo de neurotoxina parcialmente processada ou né&o
processada, ou neurotoxina total) pode ser necessadria uma
diluicdo a fim de permitir uma determinacdo qualitativa e
quantitativa ideal. Como fazer tais diluicdes é Dbem conhecido

dos técnicos da &rea.

[0018] A expressdo “colocar em contato”, como usada em relacédo
ao método da invencdo, refere-se ao ato de colocar os anticorpos
de captura citados acima e as neurotoxinas contidas na solucgéo,
ou o0s complexos de anticorpos e os anticorpos de deteccdo em
proximidade fisica de modo a permitir a interacdo fisica e/ou
quimica entre eles. Condicgdes adequadas para permitir interacdes
especificas sdo bem conhecidas dos técnicos da area. Tais
condicdes irdo depender dos anticorpos e da solugcdo a serem
usados no método da presente invencdo e podem ser adaptados por
um técnico da a&rea sem maiores dificuldades. Da mesma forma, o
tempo necessario para permitir tal interacdo também pode ser
determinado pelo técnico da &rea sem dificuldade. Além disso,
deve ser entendido que no intervalo entre as etapas de contato
citadas no método da presente invencdo, podem ser incluidas
etapas de lavagem a fim de obter condicdes adequadas ao contato.
Por exemplo, apds a formacdo do primeiro complexo de anticorpo,
na etapa a, a solucdo restante deve ser removida antes de

adicionar o anticorpo de deteccdo aquele complexo. Ademais,
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depois que o primeiro complexo de deteccdo for formado, na etapa
b, pode ser necessario remover o anticorpo de deteccgdo restante
(ndo complexado) antes de determinar a quantidade do primeiro
complexo de deteccdo na etapa c¢. O mesmo se aplica, obviamente,

para as etapas d a f£.

[0019] O “anticorpo”, como usado neste documento, pode ser um
anticorpo monoclonal ou um policlonal, um anticorpo de cadeia
simples, um quimérico, um biespecifico, um anticorpo sintético
ou um fragmento de qualgquer um destes. Fragmentos dos referidos
anticorpos incluem Fab, Fv scFv ou derivados quimicamente
modificados de quaisquer desses fragmentos. Anticorpos podem ser
produzidos por meio dos métodos descritos, por exemplo, em Harlow
and Lane “Antibodies, A Laboratory Manual”, CSH Press, Cold
Spring Harbor, 1988 Anticorpos monoclonais podem ser preparados
pelas técnicas originalmente descritas em Koéhler 1975, Nature
256, 495 e em Galfré 1981, Meth Enzymol 73, 3. Essas técnicas
incluem a fusédo de células de mieloma de camundongo com células
de baco oriundas de mamiferos imunizados. Anticorpos podem,
ainda, ser melhorados por técnicas bem conhecidas na &rea. Por
exemplo, pode ser usada ressondncia de pléasmon de superficie,
como empregada no sistema BIACORE (R), para aumentar a eficiéncia
de anticorpos expressos em fagos, os quais se ligam ao epitopo
(ver Schier 1996, Human Antibodies Hybridomas 7, 97; Malmborg
1995, J. Immunol Methods 183, 7). O termo anticorpos, como usado
aqgui, compreende também equivalentes funcionais de anticorpos,
ou seja, agentes capazes de ligarem-se especificamente aos
desejados epitopos ou partes dos polipeptideos de neurotoxina.
Em um aspecto, esses equivalentes funcionais incluem o receptor

ou proteinas ligantes citadas em algum ponto desta
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especificacdo, ou seus dominios, capazes de mediar a referida

ligacdo especifica.

[0020] De acordo com o método da presente invencdo, ©
“primeiro anticorpo de captura” liga-se, especificamente ao
epitopo composto pela cadeia leve do polipeptideo de neurotoxina
madura e pelo polipeptideo de neurotoxina parcialmente
processada e/ou nao processada. A expressao “ligacéao
especifica”, como usada aqui, em geral, significa que o anticorpo
ndo faz reacdo cruzada significativa com outros epitopos da
cadeia pesada ou do ligante do polipeptideo de neurotoxina a ser
determinado, nem com outros polipeptideos. A ligacdo especifica
a que este texto se refere pode ser testada por meio de diversas
técnicas bem conhecidas, entre elas, por exemplo, experimentos
de competicdo e Western blots. Um epitopo, como usado nesta
invencédo, refere-se ao determinante antigénico que é reconhecido

pelo anticorpo.

[0021] Em outro aspecto, anticorpos de captura diferentes
podem ser usados para substituir o primeiro anticorpo de captura.
Para este fim, é possivel que pelo menos um anticorpo de captura
se ligue especificamente aos epitopos da cadeia leve do
polipeptideo de neurotoxina n&o processada, pelo menos um outro
anticorpo de captura se ligue, especificamente, aos epitopos da
cadeia leve do ©polipeptideo de neurotoxina parcialmente
processada e, pelo menos outro anticorpo de captura se ligue
especificamente aos epitopos da cadeia leve do polipeptideo de
neurotoxina processada. Deverd ser entendido que, para oS
objetivos do método da presente invencdo, esses trés tipos de
anticorpos assemelham-se ao primeiro anticorpo de captura.

Analogamente, um anticorpo de captura que se ligue
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especificamente aos epitopos da cadeia leve dos polipeptideos de
neurotoxina parcialmente processada e ndo processada pode ser
usado em combinacdo com um anticorpo de captura que se ligue
especificamente aos epitopos da cadeia leve do polipeptideo de

neurotoxina processada.

[0022] O referido primeiro anticorpo de captura pode, em um
aspecto, ser imobilizado. Esta imobilizacdo do anticorpo pode,
em principio, ser conseguida por meio da ligacdo reversivel ou
ndo reversivel, direta ou indireta (via moléculas de ligacdo) do
anticorpo a um suporte sélido. Em um aspecto, o primeiro
anticorpo de captura ¢é imobilizado antes de o método ser
aplicado. Em outro aspecto, o primeiro anticorpo de captura é
imobilizado depois que o primeiro complexo com anticorpo foi
formado, mas antes de ser colocado em contato com o anticorpo de
deteccdo. Materiais para suporte sbélido sdo bem conhecidos na
area e incluem, inter alia, matrizes polissacaridicas
disponiveis comercialmente, selecionadas de um grupo composto
por sefarose, sephadex, agarose, sephacel, microcelulose e
esferas de alginato; matrizes polipeptidicas; esferas de
poliestireno; esferas de latex; esferas magnéticas; particulas
metdlicas coloidais; vidro; aparas e superficies pléasticas e/ou
de silica; tiras de nitrocelulose; membranas; placas; duracytes;
pocos e paredes de bandejas de reacdo; tubos plésticos. Em um
aspecto da invencdo, este suporte sélido é feito de poliestireno

gama-irradiado.

[0023] O termo “primeiro complexo com anticorpo” refere-se a
um complexo contendo o primeiro anticorpo de captura ligado,
especificamente, ao polipeptideo de neurotoxina processada,

parcialmente processada ou ndo processada. O referido complexo
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com anticorpo é formado em decorréncia do contato do primeiro
anticorpo de captura com a solucdo que contém os polipeptideos
de neurotoxina processada, parcialmente processada e/ou néao

processada, como definido acima.

[0024] De acordo com o método da invencdo, o “segundo
anticorpo de captura” se liga, especificamente, a um epitopo,
que contém o ligante dos polipeptideos de neurotoxina néo
processada e/ou parcialmente processada, ou partes dele. Nos
casos em que falta a sequéncia de ligacdo, ¢é esperado que o
referido segundo anticorpo de captura se ligue, especificamente,
a um epitopo contendo o sitio de clivagem proteolitica néo
clivado ou partes dele. Em um aspecto da invencdo, o segundo
anticorpo de captura néao reage paralelamente, em grau
significativo, com o polipeptideo de neurotoxina processada. Em
um aspecto, o referido segundo anticorpo de captura imobilizado
se liga, especificamente, a um epitopo contendo, sendo contido
ou consistindo essencialmente de uma sequéncia de aminoéacidos

como a mostrada na SEQ ID NO: 1 a 16 (ver Tabela 2 ou 3 abaixo).

Tabela 2: Sequéncias de aminoadcidos dos sitios de clivagem de

diferentes polipeptideos de neurotoxina e sequéncias adjacentes

SEQ Neurotoxina
Sequéncia do epitopo incluindo

D . . (Cepa
sitios de clivagem (em destaque)

N.: bacteriana)
KLLCVRGIITSKTKSLDKGYNKALN....DLCIK | BoNT/A

1
\Y (Hall/62R)
TOMCKSVRAPG. ¢+ v vt v et e et e eee e ICID

2 BoNT/B (Okra)
Y
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TKFCHKAIDGRSL....YNKTL...... DCRELL BoNT/C1 (C-
3
\Y% 6814)
TKVCLRLTK......... NSRD...... DSTCIK
4 BONT/D
Y
IRFCKNIVSVKG...... IRK........ SICIE
5 BoNT/E (Beluga)
I
VKEFCKSVIPRKG. ..... TKAP...... PRLCIR | BoNT/F
6
\Y (NCTC10281)
IAMCKPVMYKNT...... GKS........ EQCII
7 BONT/G
\
IGLCKKIIPPTNIRENLYNRTASLTDLGGELCIK
8 TeNT
I
Tabela 3: Sequéncias de aminodcidos das regides de ligacéo
SEQ .
Sequéncia dos |Sitios de Neurotoxina/
ID
N epitopos clivagem Cepa bacteriana
K438 / T439 BONT/A
9 TKSLDKGYNK
K448 / R449 (Hall/62A)
10 CKSVKAPGIC K441 / A442 BoNT/B (Okra)
R444 / S445 BONT/C1 (C-
11 SLYNK
K449 / T450 6814)
K442 / N443
12 NSR BoNT/D (CB16)
R445 / D446
13 GIR K419 / G420 BoNT/E (Beluga)
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R422 / K423
R435 / K436 BONT/F

14 KGTK
K439 / RA440 (NCTC10281)

15 NGTK BONT/G
R449

16 ENLYNR (alternativament | TeNT
e, R455)

[0025] Devido a presenca do epitopo supracitado, 0s

polipeptideos de neurotoxina ndo processada ou parcialmente
processada podem ser ligados, especificamente, pelo segundo
anticorpo de captura e, assim, formar um segundo complexo com
anticorpo. O referido segundo anticorpo de captura €&, em um

aspecto, imobilizado como explicado detalhadamente acima.

[0026] Da mesma forma, o termo ‘“segundo complexo com
anticorpo” refere-se a um complexo contendo o segundo anticorpo
de captura ligado, especificamente, ao polipeptideo de
neurotoxina parcialmente ©processada ou ndo processada. O
referido segundo complexo com anticorpo, contudo, ndo deve

conter polipeptideo de neurotoxina processada.

[0027] De acordo com o método da invencdo, o “anticorpo de
deteccdo” liga-se, especificamente, ao primeiro e/ou ao segundo
complexo com anticorpo. Em um aspecto, os anticorpos de deteccéo
para o primeiro e para o segundo complexo com anticorpo séao
idénticos. No entanto, em outro aspecto, diferentes anticorpos
de deteccdo podem ser usados para o primeiro e o segundo

complexos com anticorpo. Em um aspecto, o anticorpo de deteccgéo
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liga-se, especificamente, a epitopos na cadeia pesada dos
polipeptideos de neurotoxina processada, parcialmente processada
e ndo processada. Devido a presenca do mesmo epitopo em ambos os
complexos, O primeiro ou o segundo complexo com anticorpo podem
ser especificamente 1ligados e, assim, ser detectados pelo

anticorpo de deteccdo neste aspecto da invencéo.

[0028] Em consequéncia da ligacdo especifica do anticorpo de
deteccédo, forma-se, respectivamente, um primeiro complexo de

deteccdo ou um segundo complexo de deteccdo.

[0029] Sendo assim, o termo “primeiro complexo de deteccdo”
refere-se a um complexo contendo o primeiro complexo com
anticorpo e o anticorpo de deteccdo. Analogamente, o termo
“segundo complexo de deteccdao” refere-se a um complexo contendo

o0 segundo complexo com anticorpo e o anticorpo de deteccéo.

[0030] Em um aspecto do método da invencdo, o referido
anticorpo de detecgdo contido no primeiro ou no segundo complexo
de detecgdo fica acoplado a um marcador detectavel, permitindo
a medida da quantidade de anticorpo de detecgcdo ligada ao
complexo de deteccdo. Medindo-se esta gquantidade de anticorpo de
deteccédo ligado, a gquantidade do primeiro ou do segundo complexo
com anticorpo pode ser determinada, uma vez que a quantidade de
anticorpo de deteccao ligado ao complexo de deteccdo
correlaciona-se com a quantidade de complexo com anticorpo
contida no complexo de deteccdo. A marcacdo pode ser feita por
métodos diretos ou indiretos. Marcacdo direta envolve a ligacéo
do marcador diretamente (de modo covalente ou ndo covalente) ao
primeiro anticorpo de deteccdo. Marcacdo indireta envolve a
ligacdo (covalente ou ndo covalente) de um agente, o qual se

liga especificamente ao anticorpo de deteccdo e carrega um
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marcador detectdvel. Esse agente pode ser, por exemplo, um
anticorpo secundario (ordem superior), que se ligue
especificamente ao anticorpo de deteccdo. Neste caso, o
anticorpo secundario serd acoplado a um marcador detectavel.
Devera ser entendido que anticorpos de ordem superior podem ser
usados em combinacdo para detectar o complexo de deteccéo.
Frequentemente, anticorpos de ordem superior sdo usados para
aumentar o sinal. Anticorpos de ordem superior adequados podem
incluir, também, o bem conhecido sistema streptavidina-biotina
(Vector Laboratories, Inc.) e 0s bem conhecidos Dako LSAB™2 e
LSAB™+ (streptavidina-biotina marcado), ou Dako PAP (Peroxidase
Anti-Peroxidase). Em outro aspecto, o referido marcador do
primeiro anticorpo de deteccdo é selecionado de um grupo composto
por corantes fluorescentes, moléculas quimioluminescentes,
marcadores radioativos e enzimas capazes de gerar um sinal
detectédvel. Marcadores fluorescentes tipicos incluem proteinas
fluorescentes (como GFP e seus derivados), Cy3, Cyb5, vermelho
Texas, fluoresceina e os corantes Alexa (p/ex., Alexa 568).
Marcadores radioativos tipicos incluem 353, 1251, 32p, 33p e
semelhantes. Alternativamente, um marcador detectédvel acoplado
ao referido primeiro anticorpo de deteccdo também pode ser uma
enzima capaz de gerar um sinal detectavel, por exemplo, pela
conversdo de um substrato. Em um aspecto, essa enzima pode ser
uma peroxidase (p/ex., peroxidase da raiz-forte) ou uma

fosfatase alcalina.

[0031] A expressdo “determinacdo da quantidade”, como aqui
utilizada, refere-se a medida da quantidade absoluta, da
quantidade relativa ou concentracdo, de modo quantitativo ou

semi-quantitativo. A medida serd feita com base nas propriedades
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quimicas, fisicas ou bioldégicas do marcador detectédvel acoplado
ao primeiro anticorpo de detecgdo. Medidas adequadas para
deteccdo sdo bem conhecidas dos técnicos da area e dependem da
natureza do marcador detectdvel, como definido acima. Deverd ser
entendido, contudo, que a quantidade de marcador detectavel que
pode ser medida correlaciona-se, diretamente, com a quantidade
de complexo de deteccdo o qual, por sua vez, correlaciona-se com
a quantidade de complexo com anticorpo e, portanto, com a
quantidade da espécie de neurotoxina a ser determinada, ou seja,
neurotoxina total (processada, ndo processada e parcialmente
processada) ou neurotoxinas ndo processada e parcialmente
processada. Devera ser entendido, também, que a determinacédo da
quantidade de polipeptideos de neurotoxina, em um aspecto,
requer ainda a calibracdo do método com solucgdes-padrdo contendo
quantidades pré-definidas de polipeptideos de neurotoxina. Como
fazer essa calibracdo é um processo bem conhecido dos técnicos

da area.

[0032] O termo “calculo”, como usado em relacdo ao método da
presente invencéo, refere-se as operacgdes matemdticas que
permitem a determinacdo da quantidade de neurotoxina processada
com base nas quantidades de neurotoxina total (ou seja,
processada, ndo processada e parcialmente processada) e de
neurotoxinas parcialmente processada e ndo processada. Em um
aspecto do método da presente invencdo, este calculo compreende
a subtracdo das quantidades de neurotoxina parcialmente

processada e ndo processada da quantidade de neurotoxina total.

[0033] Vantajosamente, o método da presente invencdo permite
uma determinacdo confidvel da quantidade de neurotoxina

processada em uma dada preparacdo. Desse modo, a qualidade das
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preparacgdes de neurotoxina pode ser aumentada, Jj& gque essas
preparacdes podem ser testadas relativamente a quantidades

constantes do polipeptideo de neurotoxina processada desejado.

[0034] Em principio, o método da presente invencdo pode ser
aplicado acoplando-se um primeiro anticorpo de captura a um
suporte sbélido, tal como um frasco de reacgdo. Analogamente, o
segundo anticorpo de captura deve ser acoplado a outro suporte
s6lido, fisicamente separado (por exemplo, outro frasco de
reacdo). Os dois anticorpos de captura acoplados aos suportes
s6lidos serdo, em seguida, colocados em contato com as referidas
porgcdes da solucgdo contendo a neurotoxina processada, néao
processada e/ou parcialmente processada a ser determinada. Essa
solugdo pode ser, por exemplo, uma cultura purificada de células
bacterianas de Clostridium sp. Deverd ser entendido gque uma
primeira porcdo serd colocada em contato com o primeiro anticorpo
de captura no primeiro suporte sdélido e uma segunda porcdo seré
posta em contato com o segundo anticorpo de captura no segundo
suporte sélido. As porcdes tém, geralmente, o mesmo volume e sdo
normalizadas gquanto a seus conteudos, por exemplo, seu teor total
de proteina. O contato serd mantido por tempo suficiente para
permitir a ligacdo especifica do primeiro e do segundo anticorpo
de captura a seus respectivos antigenos. Por exemplo, o contato
pode ser mantido por aproximadamente uma hora, em temperatura
ambiente. Em seguida, a primeira e a segunda porg¢des da solucgédo
serdo descartadas e os suportes sbdélidos (por exemplo, os frascos
de reacdo) serdo lavados uma ou duas vezes, sob condigbdes de
tamponamento que ndo afetem o primeiro e o segundo complexos com
anticorpo, o0s quails se formaram com os anticorpos de captura

nesses suportes. Apds as etapas de lavagem, o (primeiro)
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anticorpo de deteccdo serd adicionado aos suportes sdélidos sob
condicgdes que permitam a ligacdo especifica do anticorpo de
deteccdo. Excesso do anticorpo de deteccdo deverd ser removido
por meio de outras etapas de lavagem usando um tampdo apropriado.
Em seguida, as quantidades do primeiro e do segundo complexo de
detecgcédo podem ser determinadas através da determinacdo da
quantidade de anticorpo de deteccédo especificamente ligado. Essa
determinacdo deverd ser efetuada de acordo com a natureza do
marcador do anticorpo de deteccdo, por exemplo, medindo-se a
densidade 6tica ou a intensidade de fluorescéncia. A quantidade
medida para o marcador detectédvel pode ser comparada com padrdes
de calibracdo a fim de determinar a quantidade de espécies de
neurotoxina, ou seja, total (processada, nédo processada e
parcialmente processada) ou ndo processada e parcialmente
processada, no primeiro ou no segundo complexo de deteccéo.
Deverd ser entendido que o primeiro complexo de deteccéo
representa a quantidade de neurotoxina total, enquanto o segundo
complexo de deteccdo representa apenas a quantidade de
polipeptideos de neurotoxina parcialmente processada e néao
processada. Sendo assim, a quantidade de polipeptideo de
neurotoxina processada pode ser calculada na configuracéo
detalhada acima subtraindo-se a quantidade de polipeptideo de
neurotoxina parcialmente ©processada ou ndo processada da

quantidade total de polipeptideo de neurotoxina.

[0035] Deve ser entendido que as definicdes e explicacdes dos
termos dadas acima aplicam-se mutatis mutandis a todos os
aspectos descritos nessa especificacédo, exceto gquando indicado

em contréario.
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[0036] A presente invencdo refere-se também a um método para
determinar a quantidade de polipeptideo de neurotoxina
processada (ativa) em uma solucdo contendo polipeptideo de
neurotoxina processada e parcialmente processada e/ou ndo

processada, caracterizado pelas etapas:

a) colocar em contato uma primeira porgdo da referida
solucdo e um primeiro anticorpo de captura que se ligue,
especificamente, as cadeias pesadas dos polipeptideos de
neurotoxina madura, parcialmente processada e nao
processada, sob condigdes que permitam essa ligacéo

formando, assim, um primeiro complexo com anticorpo;

b) colocar em contato o primeiro complexo com anticorpo e
um anticorpo de deteccdo que se ligue, especificamente, a
cadeia leve dos referidos polipeptideos de neurotoxina
madura, parcialmente processada e ndo processada presentes
no complexo com anticorpo formado na etapa anterior, de

modo que um primeiro complexo de detecgdo seja formado;

c) colocar em contato uma segunda porg¢do da referida solucédo
e um segundo anticorpo de captura dque se ligue,
especificamente, aos ligantes dos referidos polipeptideos
de neurotoxina parcialmente processada e ndo processada,
sob condicdes que permitam essa ligacdo formando, assim, um

segundo complexo com anticorpo;

d) colocar em contato, o segundo complexo com anticorpo e
0 anticorpo de deteccédo, de modo que um segundo complexo de

deteccédo seja formado,

e) determinar a quantidade do segundo complexo de deteccéo

formada nas etapas b e e, e
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f) calcular a quantidade de polipeptideo de neurotoxina
madura, com base nas quantidades do primeiro e do segundo

complexos de deteccgdo determinadas na etapa e.

[0037] Em outro aspecto dos métodos da invencdo, estes
incluem, ainda, a determinacdo da atividade 1ligante do

polipeptideo de neurotoxina.

[0038] O termo “atividade ligante”, como usado em relacdo ao
método da invencdo, refere-se a capacidade do polipeptideo de
neurotoxina processada de ligar-se a uma proteina receptora de
superficie presente, por exemplo, em terminagdes nervosas
colinérgicas periféricas. Proteinas receptoras incluidas neste
aspecto sdo SV2 para BoNT/A, sinaptotagminas I e II para BoNT/B
e BoNT/G, e um co-receptor gangliosideo (GTig). Em um aspecto do
método da invencdo, a referida atividade 1ligante pode ser
determinada ex vivo utilizando um substrato modelo que substitua
a proteina receptora de superficie mimificando seu dominio de
ligacdo. Esse substrato modelo &, em um aspecto da invencédo, um
peptideo marcado derivado das proteinas receptoras mencionadas
acima. Em outro aspecto, marcadores adequados incluem aqueles jéa

mencionados nesta especificacdo e, em particular, a biotina.

[0039] Assim, a presente invencdo também contempla um método
para determinacdo da atividade ligante de um polipeptideo de

neurotoxina, caracterizado pelas seguintes etapas:

a) colocar em contato uma porcao de uma solucdao contendo
polipeptideo de neurotoxina e um polipeptideo marcado de

modo a formar um complexo; e

b) determinar o complexo formado na etapa a com base no

marcador, de modo que a presenca ou auséncia do complexo,
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ou sua quantidade, seja um indicador da atividade ligante

do polipeptideo de neurotoxina naquela solucédo.

[0040] O complexo pode ser determinado com base na natureza
do marcador usado para marcar o peptideo. Em um aspecto, por
exemplo, o peptideo biotinilado contido em um complexo pode ser
determinado por meio de um conjugado de Streptavidina capaz de
gerar um sinal detectavel. A presenca, auséncia ou a intensidade
do sinal serd um indicador da atividade ligante dos polipeptideos

de neurotoxina na solucdo, ou de sua forcga.

[0041] Em outro aspecto do método da invencdo, este inclui,
ainda, a determinacdo da atividade proteolitica do polipeptideo

de neurotoxina.

[0042] O termo “atividade proteolitica”, como usado de acordo
com o método da invencédo, refere-se a capacidade da neurotoxina
processada de gquebrar, proteoliticamente, a ligacdo a proteinas
receptoras sensiveis a N-etilmaleimida (SNARE), envolvidas na
fusdo da membrana de vesiculas sindpticas. Em um aspecto, essa
quebra ¢é dependente de zinco (II). A referida atividade
proteolitica pode ser determinada usando-se um substrato modelo
que substitua uma proteina SNARE de ocorréncia natural. Além
disso, apds a clivagem, um marcador detectdvel, como um corante,
pode ser liberado do referido substrato modelo. Em um aspecto,
o substrato modelo é um composto contendo a férmula geral X-
para-nitroanilida, onde X é igual a arginina ou a um peptideo
contendo a sequéncia arginina-Y em que Y representa um ou mais
aminodcidos. Em outro aspecto, o composto é a arginina-para-

nitroanilida.
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[0043] Portanto, a presente invencdo contempla, também, um
método para determinacdo da atividade proteolitica de uma

neurotoxina, caracterizado pelas seguintes etapas:

a) colocar em contato, uma porc¢do de uma solugdo contendo
um polipeptideo de neurotoxina e um composto de fdérmula
geral X-para nitroanilida, onde X é igual a arginina ou a
um peptideo contendo a sequéncia arginina-Y, em que Y

representa um ou mais aminodcidos; e

b) determinar a atividade proteolitica do polipeptideo de
neurotoxina na solugdo, com base na quantidade de para-
nitroanilina liberada na etapa a, a qual se correlaciona

com a quantidade de polipeptideo de neurotoxina.

[0044] Em um aspecto, Y representa um residuo peptidico
contendo uma sequéncia de aminodcidos como mostrada em qualquer

uma das SEQ ID NO: 25 ou 26.

[0045] O polipeptideo de neurotoxina processada contido na
referida porcgdo da solucdo pode clivar e, assim, liberar para-
nitroanilina do restante do peptideo. Para-nitroanilina é um
corante bem conhecido na &rea. A determinacdo da atividade
proteolitica do polipeptideo de neurotoxina na solucdo em
questdo baseia-se na quantidade de para-nitrocanilina liberada,
a qual se correlaciona com a quantidade de polipeptideo de

neurotoxina.

[0046] A presente invencdo contempla, também, um dispositivo
para determinacdo da quantidade de polipeptideo de neurotoxina

processada contida em uma solucdo, constituido por:

a) um arranjo de um primeiro anticorpo de captura, um

segundo anticorpo de captura e um anticorpo de deteccédo que

Peticao 870210017456, de 22/02/2021, pag. 36/53



29/31

permita realizar as etapas a a e dos métodos descritos

acima; e

b) meios para calcular a quantidade de polipeptideo de
neurotoxina madura, com base nas quantidades do primeiro e
do segundo complexo de deteccédo determinadas pelo arranjo

da etapa a.

[0047] O termo “dispositivo”, como utilizado aqui, refere-se
a um sistema contendo, pelo menos, o arranjo citado acima e meios
ligados operacionalmente, uns aos outros, para permitir a
determinacdo. Em um aspecto, o arranjo pode ser um suporte sdélido
com anticorpos de captura imobilizados, como citado acima, o
qual pode estar presente em frascos fisicamente separados para
permitir um contato separado com a primeira e com a segunda
porcdo da solugdo. Além disso, o dispositivo pode conter, em um
aspecto, uma unidade para determinacdo da quantidade dos
complexos de deteccdo. Dependendo do tipo de anticorpo de
deteccédo a ser utilizado, esta unidade incluird um detector para
0s sinais gerados pelo anticorpo de detecgdo. Ademais, a unidade
pode conter, também, em um aspecto, meios para calibracdo (por
exemplo, um algoritmo computacional) capazes de comparar oS
sinais medidos com padrdes de calibracédo, a fim de determinar as
quantidades de polipeptideos de neurotoxina presentes em uma
solugdo ou em uma porcdo dela. O dispositivo incluira, ainda,
meios para calcular a quantidade de polipeptideo de neurotoxina
madura com base nas quantidades do primeiro e do segundo complexo
de deteccdo; por exemplo, um algoritmo computacional para

realizar esse céalculo.

[0048] Ainda, a invencdo refere-se a um kit adaptado para

aplicar os métodos citados acima, contendo:
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a) um arranjo de um primeiro anticorpo de captura, um
segundo anticorpo de captura e um anticorpo de deteccédo que
permita realizar as etapas a a e dos métodos descritos

acima;

b) meios para calcular a quantidade de polipeptideo de
neurotoxina madura, com base nas quantidades do primeiro e
do segundo complexo de deteccdo determinadas pelo arranjo

da etapa a; e
c) instrucgdes para aplicar o referido método.

[0049] O termo “kit”, como utilizado aqui, refere-se a uma
colecdo dos materiais ou reagentes supracitados da presente
invencdo, 0s quals podem estar reunidos ou ndo. Os componentes
do kit podem estar em frascos separados (ou seja, um kit de
partes separadas) ou serem fornecidos em um frasco sé. Além
disso, deve ser entendido que o kit da presente invencédo deve
ser usado para aplicar os métodos referidos acima. Em um aspecto,
espera-se que todos os componentes sejam fornecidos prontos para
serem usados na aplicacdo dos métodos referidos acima. Em outro
aspecto, o kit contém instrugbes para aplicar os referidos
métodos. Essas instrucdes podem ser fornecidas através de um
manual do usudrio em papel, ou em formato eletrdnico. Por
exemplo, o manual pode conter instrucdes para interpretar os
resultados obtidos quando da aplicacdo dos métodos detalhados

acima utilizando-se o kit da presente invencéo.

[0050] Todas as referéncias citadas neste relatério
descritivo sdo a ele incorporadas por referéncia, com relacdo a
seu conteldo total e ao contetdo especificamente mencionado

neste documento.
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Figuras:

[0051] Figura 1: Esquema da ligacdo de pelo menos um (ou mais)

anticorpos de deteccéo.

[0052] Figura 2: Esquema da ligacdo especifica do segundo
anticorpo de captura do precursor do polipeptideo de neurotoxina
parcialmente processada ou nédo processada, e da subsequente

ligacdo de pelo menos um (ou mais) anticorpos de deteccédo.

[0053] Figura 3: Esquema da determinacédo da atividade ligante

do polipeptideo de neurotoxina.

[0054] Figura 4: Esquema da determinacdo da atividade

proteolitica do polipeptideo de neurotoxina.
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REIVINDICACOES

1. Método para determinar a quantidade de polipeptideo de
neurotoxina processada em uma solucgdo contendo polipeptideo de
neurotoxina processada e parcialmente processada e/ou néao
processada, caracterizado pelas seguintes etapas:
a) colocar em contato uma primeira porcdo da referida
solucdo e um primeiro anticorpo de captura que se ligue,
especificamente, as cadeias leves dos polipeptideos de
neurotoxina processada, parcialmente processada e ndo
processada, sob condigdes que permitam a ligacdo do
referido anticorpo a referida neurotoxina formando,
assim, um primeiro complexo com anticorpo, em gque o
referido polipeptideo de neurotoxina ndo processada é
selecionado do grupo formado por um polipeptideo de
neurotoxina como mostrado em qualquer uma das SEQ ID
NO: 17 a 24;
b) colocar em contato o primeiro complexo com anticorpo
e um anticorpo de deteccéo que se ligue,
especificamente, a cadeia pesada dos referidos
polipeptideos de neurotoxina processada, ndo processada
e parcialmente processada presentes no complexo com
anticorpo formado na etapa a, de modo que um primeiro
complexo de deteccgdo seja formado;
c) colocar em contato uma segunda porcdo da referida
solucdo e um segundo anticorpo de captura que se ligue,
especificamente, aos ligantes do referido polipeptideo
de neurotoxina parcialmente processada ou nao

processada, sob condig¢des que permitam a ligacdo do
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referido anticorpo ao referido polipeptideo de
neurotoxina parcialmente processada ou ndo processada
formando, assim, um segundo complexo com anticorpo, em
que o referido ligante é um epitopo de um peptideo que
contém uma sequéncia de aminoadcidos como mostrado em
qgqualquer uma das SEQ ID NO: 1 a 16;

d) colocar em contato o segundo complexo com anticorpo
e um anticorpo de deteccdo que é diferente do anticorpo
de deteccédo da etapa b e que se ligue, especificamente,
ao complexo com anticorpo formado na etapa ¢, de modo
que um segundo complexo de deteccdo seja formado;

e) determinar a quantidade do primeiro complexo de
deteccédo formado na etapa b e a quantidade do segundo
complexo de deteccgdo formado na etapa d, e

f) calcular a quantidade de polipeptideo de neurotoxina
processada, com base nas quantidades do primeiro e do

segundo complexos de deteccdo determinadas na etapa e.

2. Método para determinar a quantidade de polipeptideo de
neurotoxina processada em uma solucdo contendo polipeptideo de
neurotoxina processada e parcialmente processada e/ou nao
processada, caracterizado pelas seguintes etapas:
a) colocar em contato uma primeira porgcdo da referida
solucdo e um primeiro anticorpo de captura que se ligue,
especificamente, as cadeias pesadas dos polipeptideos
de neurotoxina processada, parcialmente processada e
ndo processada, sob condic¢des gque permitam a ligacédo do
referido anticorpo ao referido polipeptideo de

neurotoxina processada, parcialmente processada e néao
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processada formando, assim, um primeiro complexo com
anticorpo, em que o) referido polipeptideo de
neurotoxina n&o processada ¢ selecionado de um grupo
formado por um ©polipeptideo de neurotoxina como
mostrado em qualquer uma das SEQ ID NO: 17 a 24;

b) colocar em contato o primeiro complexo com anticorpo
e um anticorpo de deteccéo que se ligue,
especificamente, a cadeia leve dos referidos
polipeptideos de neurotoxina processada, parcialmente
processada e ndo processada presentes no complexo com
anticorpo formado na etapa a, de modo que um primeiro
complexo de deteccdo seja formado;

c) colocar em contato uma segunda porcdo da referida
solucdo e um segundo anticorpo de captura que se ligue,
especificamente, aos ligantes dos referidos
polipeptideos de neurotoxina parcialmente processada e
ndo processada, sob condig¢des que permitam a ligacdo do
referido anticorpo ao referido polipeptideo de
neurotoxina parcialmente processada e ndo processada
formando, assim, um segundo complexo com anticorpo, em
que o referido ligante é um epitopo de um peptideo que
contém uma sequéncia de aminodcidos como mostrado em
qualquer uma das SEQ ID NO: 1 a 16;

d) colocar em contato, o segundo complexo com anticorpo
e um anticorpo de deteccdo que é diferente do anticorpo
de deteccdo na etapa b e que se liga, especificamente,
ao complexo com anticorpo formado na etapa ¢, de modo

que um segundo complexo de deteccdo seja formado;
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e) determinar a qgquantidades do primeiro complexo de
deteccédo formado na etapa b e a quantidade do segundo
complexo de detecc¢do formado na etapas d; e

f) calcular a quantidade de polipeptideo de neurotoxina
processada, com base nas quantidades do primeiro e do

segundo complexos de deteccdo determinadas na etapa e.

3. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacgbes 1
ou 2, caracterizado pelo fato de que o referido primeiro

anticorpo de captura é imobilizado.

4. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1
a 3, caracterizado pelo fato de que o referido segundo

anticorpo de captura é imobilizado.

5. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacgdes 1
a 4, caracterizado pelo fato de que o cédlculo da etapa £ inclui
subtrair a quantidade determinada do segundo complexo de
deteccdo da quantidade determinada do primeiro complexo de

deteccédo.

6. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacgdes 1
a b5, caracterizado pelo fato de que esse método inclui a
determinacdo da atividade ligante do ©polipeptideo de

neurotoxina.

7. Método, de acordo com a reivindicacdo 6, caracterizado

pelas seguintes etapas:

Peticao 870210017456, de 22/02/2021, pag. 43/53



5/6

a) colocar em contato uma porcdo de uma solucdo contendo
polipeptideo de neurotoxina e um polipeptideo marcado
de modo a formar um complexo; e

b) determinar o referido complexo formado na etapa a
com base no marcador, de modo que a presenga ou auséncia
do complexo, ou sua quantidade, seja um indicador da
atividade ligante do polipeptideo de neurotoxina na

referida solucéo.

8. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1
a 7, caracterizado pelo fato de que o referido método inclui
a determinacdo da atividade proteolitica do polipeptideo de

neurotoxina.

9. Método, de acordo com a reivindicacdo 8, caracterizado
pelas seguintes etapas:
a) colocar em contato uma porcdo de uma solucdo contendo
um polipeptideo de neurotoxina e um composto de férmula
geral X-para-nitroanilida, onde X é igual a arginina ou
a um peptideo contendo a sequéncia arginina-Y, em que
Y representa um ou mais aminoacidos; e
b) determinar a atividade proteolitica do polipeptideo
de neurotoxina na solucgdo, com base na quantidade de
para-nitroanilina liberada na etapa a, a dqual se
correlaciona com a quantidade de ©polipeptideo de

neurotoxina.
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10. Dispositivo para determinacédo da quantidade de
polipeptideo de neurotoxina processada contida em uma solucéo,
caracterizado por ser constituido por:
a) um arranjo de um primeiro anticorpo de captura, um
segundo anticorpo de captura e dois anticorpos de
deteccédo diferentes, em que o referido arranjo permite
realizar as etapas a a £ dos métodos conforme definidos
em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 9; e
b) meios para calcular a quantidade de polipeptideo de
neurotoxina processada, com base nas quantidades do
primeiro e do segundo complexos de deteccdao

determinadas pelo arranjo da etapa a.

11. Kit adaptado para a execugdo do método conforme definido
em qualquer uma das reivindicacdes 1 a 9, o referido kit
caracterizado por conter:
a) um arranjo de um primeiro anticorpo de captura, um
segundo anticorpo de captura e doils anticorpos de
deteccédo diferentes, em que o referido arranjo permite
realizar as etapas a a £ dos métodos conforme definidos
em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 9;
b) meios para calcular a quantidade de polipeptideo de
neurotoxina processada, com base nas quantidades do
primeiro e do segundo complexos de deteccao
determinadas pelo arranjo da etapa a; e

c) instrugdes para executar o referido método.
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FIGURA 1
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FIGURA 2
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FIGURA 3

/N
@

| ¢ ]
D

I=
=<
-

6
¢ |
6

J—E

H |;: o |Peptien - H

8
|_"j

&
}—k

Peptiden

Uo7

HaOs + TMB red —» Hy0 + TMB ox

Peticao 870210017456, de 22/02/2021, pég. 48/53



4/4

FIGURA 4
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