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(57) Resumo: PROTEÍNA DE LIGAÇÃO À BIOTINA MODIFICADA, PROTEÍNAS DE FUSÃO DA MESMA E APLICAÇÕES. A
descrição provê proteínas de ligação à biotina modificadas que podem ser expressadas em forma solúvel com um rendimento
elevado em bactérias. Também são providas proteínas de fusão compreendendo a proteína de ligação à biotina modificada e um
antígeno. A descrição ainda provê variantes não hemolíticas de alfa-hemolisina de S. aureus e proteína de fusão compreendendo
variante não hemolítica de alfa-hemolisina e domínios de ligação de biotina. As composições imunogênicas compreendendo as
proteínas são também descritas e o uso de tais composições imunogênicas para induzir uma resposta imune ou para vacinação
de um indivíduo são também descritos.
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REIVINDICAÇÕES 

1. Proteína de fusão caracterizada pelo fato de 

compreender uma proteína de ligação à biotina e uma proteína 

ou um peptídeo antigênicos, em que a proteína de ligação à 

biotina consiste na sequência de aminoácidos SEQ ID NO:1, e 

em que a proteína de fusão não compreende os aminoácidos 1 

a 44 de uma proteína de rizavidina do tipo selvagem de SEQ 

ID NO:4. 

2. Proteína de fusão, de acordo com a reivindicação 

1, caracterizada pelo fato de que a proteína ou o peptídeo 

antigênicos estão fundidos à proteína de ligação à biotina 

através de um ligante peptídico. 

3. Proteína de fusão, de acordo com a reivindicação 

1, caracterizada pelo fato de que o ligante peptídico 

consiste na sequência de aminoácidos SEQ ID NO: 22. 

4. Proteína de fusão, de acordo com a reivindicação 

1, caracterizada pelo fato de que a proteína ou peptídeo 

antigênicos são um antígeno selecionado a partir do grupo 

que consiste em antígenos pneumocócicos, antígenos de 

tuberculose, antígenos do antraz, antígenos de HIV, 

antígenos da gripe sazonal ou epidémica, antígenos da 

influenzae, antígenos de Pertussis, antígenos de 

Staphylococcus aureus, antígenos meningocócicos, antígenos 

Haemophilus, antígenos do HPV, antígenos de E. Coli, 

antígenos de Salmonella,  antígenos de Enterobacter, 
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antígenos de Acinetobacter, antígenos de Pseudomonas, 

antígenos de Klebsiella, antígenos de Citrobacter, antígenos 

de Clostridia, antígenos de Shigella, antígenos de 

Campylobacter, antígenos de Vibrio cholera, toxoídes, 

toxinas, ou porções de toxinas ou suas combinações. 

5. Proteína de fusão, de acordo com a reivindicação 

1, caracterizada pelo fato de que a proteína ou o peptídeo 

antigênicos são um antígeno, que é uma variante não 

hemolítica da alfa-hemolisina de S. aureus. 

6. Proteína de fusão, de acordo com a reivindicação 

5, caracterizada pelo fato de que a variante não hemolítica 

da alfa-hemolisina de S. Aureus consiste na alfa-hemolisina 

de S. Aureus de tipo selvagem de SEQ ID NO: 59 compreendendo 

uma mutação no resíduo de aminoácido 205, 213 ou 209-211.  

7. Proteína de fusão, de acordo com a reivindicação 

5, caracterizada pelo fato de que a variante não hemolítica 

da alfa-hemolisina de S. Aureus consiste na alfa-hemolisina 

de S. Aureus de tipo selvagem de SEQ ID NO:59 compreendendo 

uma das seguintes mutações:  

a. resíduo 205 W a A; 

b. resíduo 213 W a A; ou 

c. resíduos 209-211 DRD a AAA. 

8. Proteína de fusão de acordo com a reivindicação 5, 

caracterizada pelo fato de que a proteína antigênica ou 

peptídeo antigênico é uma variante não-hemolítica da alfa-
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hemolisina de S. Aureus que consiste na sequência de 

aminoácidos selecionados a partir do grupo consistindo na 

SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 25. 

9. Proteína de fusão, de acordo com a reivindicação 

1, caracterizada pelo fato de que a proteína de fusão 

compreende uma sequência-sinal bacteriana no N-terminal. 

10. Proteína de fusão, de acordo com a reivindicação 

1, caracterizada pelo fato de que a proteína de ligação à 

biotina consiste nas sequências de aminoácidos de SEQ ID NO: 

1 ou SEQ ID NO: 15. 

11. Proteína de fusão, de acordo com a reivindicação 

1, caracterizada pelo fato de que a proteína de fusão 

consiste na sequência de aminoácidos selecionada a partir do 

grupo consistindo na SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27, e SEQ ID 

NO: 28. 

12. Proteína de fusão, de acordo com a reivindicação 

5, caracterizada pelo fato de que a proteína de fusão tem 

uma atividade hemolítica menor que um título equivalente da 

alfa-hemolisina de tipo selvagem (Hla). 

13. Proteína de fusão, de acordo com a reivindicação 

6, caracterizada pelo fato de que a alfa-hemolisina consiste 

em uma sequência de aminoácidos dos aminoácidos 27-319 da 

alfa-hemolisina de S. aureus do tipo selvagem de SEQ ID 

NO:59. 

14. Proteína alfa-hemolisina mutante (mHla) 
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caracterizada pelo fato de consistir na alfa-hemolisina de 

S.aureus do tipo selvagem de SEQ ID NO: 59 com uma mutação 

no resíduo de aminoácido 205, 213 ou 209-211, em que a 

mutante da alfa-hemolisina tem menor atividade hemolítica 

que um título equivalente de alfa-hemolisina de tipo selvagem 

(Hla). 

15. Alfa-hemolisina mutante, de acordo a reivindicação 

14, caracterizada pelo fato de que a alfa-hemolisina mutante 

consiste na alfa-hemolisina de S. aureus do tipo selvagem de 

SEQ ID NO: 59 com uma das seguintes mutações:  

a. Resíduo 205 W a A; 

b. Resíduo 213 W a A; ou 

c. Resíduo 209-211 DRD a AAA. 

16. Alfa-hemolisina mutante, de acordo com a 

reivindicação 14, caracterizada pelo fato de que a alfa-

hemolise mutante consiste em uma sequência de aminoácidos 

selecionada a partir do grupo consistindo em SEQ ID NO: 23, 

SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 25.  

17. Uso de proteína de ligação à biotina solúvel 

consistindo na sequência de aminoácidos de SEQ ID NO: 1, ou 

proteína de fusão conforme definida em qualquer uma das 

reivindicações 1 a 13, caracterizado pelo fato de que ser 

para a preparação de um medicamento para induzir a resposta 

imune em um indivíduo a pelo menos uma proteína antigênica 

ou peptídeo antigênico conforme descrito na reivindicação 4. 
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18. Uso, de acordo com a reivindicação 17, 

caracterizado pelo fato que a resposta imune é uma resposta 

mediada por anticorpos ou uma resposta mediada por células 

B. 

19. Uso, de acordo com a reivindicação 17, 

caracterizado pelo fato que a resposta imune é uma resposta 

mediada por células T CD4+, incluído uma resposta mediada 

por TH1, TH2 ou TH17 ou uma resposta mediada por células T 

CD8+.  

20. Uso, de acordo com a reivindicação 17 

caracterizado pelo fato que resposta imune é uma resposta 

mediada por anticorpos ou uma resposta mediada por células 

B e uma resposta mediada por células T. 

21. Composição imunogênica caracterizada pelo fato de 

compreender pelo menos um polissacarídeo antigênico e pelo 

menos um polipeptídeo antigênico e pelo menos um par de 

moléculas com afinidade complementar compreendendo uma 

primeira molécula de afinidade e uma molécula de afinidade 

complementar, em que: 

i.  a primeira molécula de afinidade está associada a, 

pelo menos, um polissacarídeo antigênico; e 

ii.  a molécula de afinidade complementar está associada 

com, pelo menos, um polipeptídeo antigênico para formar uma 

proteína de fusão, em que a molécula de afinidade 

complementar é uma proteína de ligação à biotina que consiste 
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na sequência de aminoácidos de SEQ ID NO: 1, e em que a 

proteína de fusão não compreende os aminoácidos 1 a 44 da 

proteína rizavidina do tipo selvagem de SEQ ID NO: 4, 

em que a primeira molécula de afinidade se associa com 

a molécula de afinidade complementar para ligar o 

polipeptídeo antigênico com o polissacarídeo antigênico.	

22. Composição imunogênica, de acordo com a 

reivindicação 21, caracterizada pelo fato que a proteína de 

ligação à biotina consiste na sequência de aminoácidos da 

SEQ ID NO: 1. 

23. Composição imunogênica, de acordo com as 

reivindicações 21 e 22, caracterizada pelo fato de que a 

primeira molécula de afinidade consiste em uma molécula de 

biotina. 

24. Composição imunogênica, de acordo com as 

reivindicações 21 a 23, caracterizada pelo fato de que a 

primeira molécula de afinidade está associada não 

covalentemente à molécula de afinidade complementar para 

ligar o polipeptídeo antigênico e o polissacarídeo 

antigênico. 
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