(21) P1 1103672-9 A2

Republica Federativa do Brasil
Merustério do Desenvolvimento, indastria
e do Comeércio Extenior
Institoto Naconal da Propriedade industrial.

(RPI 2214)

(22) Data de Depéosito: 10/03/2011
(43) Data da Publicacao: 11/06/2013

* B RPTI 110367 2 A2 %

(51) Int.Cl.:
C12N 15/31
CO7K 14/315
C12N 15/75
A61K 39/09
A61P 1/02
A61P 9/00

(54) Titulo: SEQUENCIA DE ACIDO NUCLEICO
RECOMBINANTE QUE CODIFICA PARA OS
AMINOACIDOS 39 A 512 DA PROTEINA P1 DO S.
MUTANS, PROTEINA RECOMBINANTE E SEUS USOS
NA PREVENCAO E CONTROLE DA CARIE DENTAL

(73) Titular(es): FUNDACAO DE AMPARO A PESQUISA DO
ESTADO DE SAO PAULO - FAPESP, UNIVERSIDADE DE SAQ
PAULO - USP

(72) Inventor(es): LUIS CARLOS DE SOUZA FERREIRA,
MILENE TAVARES BATISTA, RAFAEL CIRO MARQUES
CAVALCANTE, RENATA DAMASIO DE SOUZA, RITA DE CASSIA
CAFE FERREIRA, WILSON BARROS LUIZ

(57) Resumo: SEQUENCIA DE ACIDO NUCLEICO
RECOMBINANTE QUE CODIFICA PARA OS AMINOACIDOS 39 A
512 DA PROTEINA P1 DO S. MUTANS, PROTEINA
RECOMBINANTE E SEUS USOS NA PREVENGAO E CONTROLE
DA CARIE DENTAL. A presente invencdo prové uma sequéncia de
acidos nucléicos (SEQ. de ID. N°. 1) e correspondente sequéncia de
aminoacidos da proteina imunogénica P13s.512 (SEQ. de ID. N°. 2)
derivada da proteina P1 de Streptococcus mutans (S. mutans),
compreendendo os aminoacidos 39 ao 512 da proteina nativa,
expressa em linhagens recombinantes de Bacillus subtilis e
formulacdes farmacéuticas, preferencialmente vacinas, voltadas para o
controle da carie humana. Adicionalmente, o presente pedido de
patente destina-se aoc uso de formulagdes farmacéuticas das
sequéncias de acidos nucléicos e/ou proteinas e/ou anticorpos
especificos derivados da P1s5, para o controle profilatico ou
terapéutico da carie e outras doencgas associadas ao S. mutans.
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SEQUENCIA DE ACIDO NUCLEICO RECOMBINANTE QUE CODIFICA PARA
.0S AMINOACIDOS 39 A 512 DA PROTEINA P1 DO S. MUTANS,
PROTEINA RECOMBINANTE E SEUS USOS NA PREVENGAO E CONTROLE

DA CARIE DENTAL |

Campo da Invengao:

A presente invengdo prové uma sequéncia de acidos
nucléicos (SEQ. de ID. No. 1) e correspondente sequéncia de
aminoacidos da proteina imunogénica Plsg-si2 (SEQ. de ID. No.
2) derivada da proteina Pl de Streptococcus mutans (S.
mutans), compreendendo os aminodcidos 39 ao 512 da proteina
nativa, expressa em linhagens recombinantes de Bacillus
subtilis, e formulacdes farmacéuticas, preferencialmente

vacinas, voltadas para o controle da cadrie humana. . __.

Adicionalmente, o presente pedido de patente destina-
se ao uso de formulacdes farmacéuticas das sequéncias de
4cidos nucléicos &/oh p?okté*in-éfs' &/ou an—T:’ié?rpags: especificos
derivados da Plsg-512 para o controle profilatico ou
terapéutico - da céarie e outras doencas associadas ao S.
mutans.

Fundamentos da técnica:

O S. mutans é um dos principais agentes etioldgicos da
carie dental, uma das doencas infecto-contagiosas humanas

mais comuns entre os seres humanos (Russell et al., 2000).

Ja é dé~é6hﬁééiﬁengd éﬁe a aderén&ia do S. mutans ao
dente envolve dois processos, um sacarose-dependente e
outro sacarose-independente, sendo este.ﬁltimo derivado da
formacdo de pontes de hidrogénio e interagdes hidrofdbicas *
entre a bactéria e a pelicula dental (Gibbons et al-,.i984
e Gibbons et al., 1986). O S. mutans também interage com

outros microrganismos orais, incluindo colonizadores
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primarios, tais como o Streptoccoccus gordonii (Jenkinson &
Lamont, 2005 e Nobbs et al., 2009).

O complexo processo multifatorial de aderéncia do S.
mutans envolve o maior antigend dé‘superficie‘dé S. mutans,
uma proteina de peso molecular de aproximadamente 185 kDa
denominada proteina P1l, originalmente identificada como
Antigeno I/II (Russell & Lehner, 1978).

A familia da proteina Pl é expressa por quase todos os
estreptococos orais e genes ortdlogos tém sido também
identificados em S. pyogenes e S. Agalactiae (Zhang et al.,
2006) .

A Pl est&d também relacionada ao fendmeno da agregagao
bacteriana mediada_pela saliva, possivelmente por.meio_de_
um mecanismo ndo imune de eliminagdo do patdgeno, o qual é

abolido em cepas de S. mutans nocautes na proteina Pl (Lee

A proteina Pl tem-se mostrado um alvo promissor na
imunidade protetora natural em humanos e tem sido estudéda
como .um potencial antigeno protetor em estudos de
imunizacdo ativa de primatas n&o-humanos e murinos (Lehner
et al., 1981; Michalek et al., 2001; Smith et al., 2008 e
Shivakumar et al., 2009). Além disso, a imunizagdo passiva

com anticorpos monoclonais contra a Pl pode conferir uma

pfotégéo— bafciai ;bnt;é é” éolonizagao de S. mutans em
macacos (Lehner et al., 1985) e ﬁumanos (Ma et al., 1987).
A sequéncia primaria da Pl de S. mutans apresenta
caracteristicas distintas: a porgdo N-terminal codifica
para o peptideo sinal (residuos de aminoacido 1 a 38) e uma
regido rica em alanina (regido A, que corresponde aos

residuos de aminodcidos 186-464). Recentemente, a proteina
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Pl teve sua estrutura resolvida e demonstrou-se dgue a
regido A apresenta uma periodicidade de sete residuos, que
adota uma estrutura em alfa-hélice extendida (Larson et
al., 2010). |
5 A regido central apresenta um segmento rico em prolina
(P-regido, correspondente aos residuos de aminoacidos 840-
963). Entre as regides A e P, localiza-se um segmento
comumente referido como regido variavel ou V, na qual
reside a maior parte da diferenca de sequéncia da proteina

10 Pl de cepas de S. mutans (Brady et al., 1991).
As regides A e P interagem e contribuem para a

formacdo de epitopos descontinuos (Dolleweerd van et al.,

2004; Rhodin et al., 2004; Seifert et al., 2004 e_McArthur. . . .

';t ai., 2007). Na porcdo C-terminal, h& o motivo LPXTG e

15 uma cauda citoplasmatica (Pancholi e Fischetti, 1989 e

- _ _Thon=That-et al.- 2004y~ - =~ ==

A regido A teﬁ sido associada a interacdo de S. mutans
com componentes salivares, incluindo aglutininas salivares
(SAG), tais como a proteina gp340 (Prakobphol et al.,

20 2000). Devido a estas interacdes, a regido A é por vezes
feferida :como regido de ligacdo de saliva ou SBR
(aminodcidos 186 a 464) (Nakai et al., 1993; Hajishengallis

et al., 1995 e Hajishengallis et al., 1998). Esse segmento

T 'da'PI'inibe"cbmpefitivgménté a adéréﬁéié-dows. mutans em

25 SAG imobilizado e agregagcdo na presenga de SAG livre

(Crowley et al., 1993), porém, determinantes diferentes

podem estar associados aos dois processos (Brady et al.,
-1992).

A regido A também é antigénica e abrange epitopos para

30 células B e para células T (Takahashi et al., 1991, Kelly
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et al., 1995 e Senpuku e col., 1996). Anticorpos contra
esse segmento da Pl sdo capazes de bloquear a agregacdo de
5. mutans e reduzir o desenvolvimento de carie dental
(Takahashi et al., 1991; Koga, 1992; Mﬁdro>ét al., 1993;
Huang et al., 2001; Michalek et al., 200lb e Tsuha et al.,
2004) .

O principio de imunizagdo contra a céarie dental foi
inicialmente descrito por Bowen e colaboradores em 1969, e
pesquisas posteriores confirmaram que a geragao de
anticorpos, em especial do tipo IgA na saliva e IgG no
fluido crevicular, pode levar ao controle da céarie dental
(0li et al., 2004; Rhodin et al., 2004 e Tsuha et al.,

P

foram propostas varias estratégias_.

entao,

vacinais anti-carie que envolveram vacinas de subunidades,

vacinas conjugadas, sistemas vivos de entrega e, mais

entanto, nenhuma protegéo completa contra' a formacdo da
carie foi observada em testes clinicos.

Além disso, algumas estratégias vacinais,
particularmente aquelas baseadas em vacinas de subunidades,
as quais empregam apenas fracdes acelulares expressas em
linhagens bacterianas recombinantes (Escherichia coli), nao

obtiveram sucesso devido & geragdo de respostas imunes

insatisfatérias 6u'inéaeqﬁadés, O gque sugere que a natureza
do antigeno usado ndo reproduz a conformagdo da proteina
nativa expressa pelo patdgeno.

Desta forma, o emprego de proteinas recombinantes que
melhor representam a conformégéo da proteina nativa ou o
uso de sistemas de expressdo gue permitam a expressdo de

proteinas recombinantes mais compativeis com o emprego
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vacinal representam passos importantes para que estratégias
imunoprofilaticas ou terapéuticas efetivas contra a céarie
dental sejam desenvolvidas.

Estudos prévios demonstraram o desenvolvimento de
vacinas anti-carie baseadas na regido N-terminal de Pl
expressa em E. coli (Okahashi et al., 1993, Crowley et al.,
1993; Hajishengallis et al., 1995; Toida et al., 1997 e
Matsumoto-Nakano et al., 2008). Normalmente, a proteina Pl
recombinante expressa em linhagens de E. coli apresenta-se
na forma de uma proteina de fusdo ligada covalentemente a
proteinas de alto peso molecular de modo a permitir a sua
secrecdo para o periplasma bacteriano, reduzir a degradagao

proteolitica

ou

Proteinas hibridas expressas em bactérias podem perder
importantes determinantes imunoldégicos caracteristicos da
=pfoteina=-nattvaf"iéqo,‘ & ‘Ggeracddo ~de- Ppeptideos né&o
fusionados derivados da P1 empregando um sistema de
expressdo alternativo pode ¥esultar em antigenbs vacinais
mais promissores e contribuir para o desenvolvimento de
produtos e processos voltados para bloqueio da colonizagédo
pelo S. mutans e, consequentemente, a promover O controle

da cérie dental.

Baixo custo e alto rendimento sdao as duas razdes

impbrfénﬁeéﬂdué jﬁséifiééﬁra uéo Ae';epas dé E. coli como
sistemas bacterianos de expressdo de proteinas heterdlogas.
No entanto, muitos problemas estdo associados a expressao
de proteinas recombinantes em E. coli como, por exemplo, o
baixo réndimento, a geracao de proteinasr insolﬁveis e a
contaminacdo por endotoxinas. Assim, uma alternativa aos

sistemas convencionais de E. coli devem ser Dbaseados em

implificar o processo de purificagdo. .. ..
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outras espécies de bactérias, como espécies do género
Bacillus. Dentre as espécies de Bacillus destaca-se o B.
subtilis, uma bactéria de solo com grande uso industrial e
alta capacidade de expressdo de proteinés heterbélogas, com
atividade bioldgica preservada e sem a contaminagdo por
lipopolissacarideos que podem afetar as respostas imunes.
Adicionalmente, o atual nivel de conhecimento de sua
fisiologia e genética, assim como a presenca de diversos
sistemas de expressdo que tornam o emprego de B. subtilis
ainda mais atraente (Meima et al., 2004; Westers et al.,
2004; Harwood, 1992; Paulitz et al., 2001 e Ferreira et
al., 2005). No entanto, pouCOS'léboratérios de pesquisa no

mundo estdo capacitados para empregar linhagens_ de _B._

subtilis como sistema de expressao de proteinas
heterdélogas.

- = De:fato,=1inhagénéxde=B.=s§b%31f§ Hém3ﬁ§ir§m=hm; boa
cépécidade de expressdo e potencial para a purificagdo de
proteinas recombinantes, principalmente' com proteinas
derivadas de bactérias gram positivas, tal como demonstrado
para a estreptoquinase, que apresentou uma grande
estabilidade quando expressa em B. subtilis (Harwood, 1992;
Terpe, 2006, Schumann, 2007 e Wong et al., 1994) .

Resultados semelhantes foram observados com a interleucina

humana 3, a qual foi ﬁurifiéadé com sucesso a partir de B.
subtilis e com um 6timo rendimento de cerca de 100 mg/L
(Westers et al., 2005).

Diante de todos os problemas técnicos expostos,
desenvolvéu-sé uma proteina recombinante inédita, derivada
da proteina Pl do S. mutans que engloba a regido A ou SBR e

sequéncias adicionais localizadas a jusante e a montante da
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referida regido A. Os resultados obtidos demonstram que, em
funcdo da definig¢do de um novo segmento da proteina Pl do
S. mutans {Pl3g-512) e a utilizacgéo de linhagens
recombinantes de B. subtilis, foi possivel obter um
antigeno com caracteristicas antigénicas e imunogénicas
inéditas e inesperadas, que permitem © seu usO CoOmo
ferramenta para a geragdo de estratégias vacinais ou
terapéuticas inovadoras no controle da carie humana e
geracado de produtos inexistente no mercado até o momento.

Estado da técnica:

0O documento coreano CN101036791 A prové o uso de uma

vacina génica voltada para o controle do S. mutans que

codifica a proteina

ZE{;teéé Be_material capsular pela bactéria. Diferentemente
da invencdo em questdo, o pedido de patente coreano esta
baseado. em -(i) um-gene encontrado ﬁa“bébf%rianéﬁ Seu estado
natural, (ii) uma proteina distinta da proteina P1, (iiii o
uso de uma vacina génica e (iv) uma bactéria (Escherichia.
coli) distinta daquela ora pleiteada (B. subtilis).
A patente GB 2060647 A descreve o uso do antigeno I/II
(ou proteina P1l) para o desenvolvimento de vacinas contra a
carie causada pelo S. mutans. No entanto, a patente trata
do uso da proteina natural extraida da bactéria S. mutans,
enquanto‘Yj"ﬁfééentevréedidgi”réfefé;sé a0 ﬁsé aa- proteina
recombinante produzida em B. subtilis, a qual engloba
apenas um trecho da sequencia original da proteina Pl e com
caracteristicas distintas da proteina natural.
O artigo “Wacinagdo: uma opgdo preventiva contra a
carie dental aprimorada pelos conhecimentos da imunologia e

da biotecnologia” (PGR-P&és-Grad Rev Fac Odontol Sao José

GTF (glicosé}E;qnﬁg;gggLu envolvida..na__. -
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dos Campos, v.4, n.l, jan./abr. 2001) descreve de forma
genérica e superficial conceitos relativos ao
desenvolvimento de vacinas e o eventual desenvolvimento de
vacinas voltadas para o controle da céfie dehtal caﬁsada
pelo S. mutans. No entanto, o gene que codifica para a
proteina P1 (spaP) é apenas citado como um dos candidatos a
antigeno vacinal para o controle da céarie dental e nao séo
mencionados dados experimentais ou definicdo de processos
que conflitam com a presente invengdao.

O documento WO 2006/060903 Al descreve o uso de
peptideos que interferem com a capacidade do S. mutans em
trocar material genético e produzir biofilme, necessario a

ligacado da bactéria a superﬁic}e;9e9t§},;ozpp§§§p§§_pgdidq,

por sua vez, propde uma estratégia experimental totalmente

distinta, envolvendo o conceito de vacinas e anticorpos que

* _blequeiam -a adesdo da -bactéria &o ‘hoSpedeirc, baseados em

um derivado da proteina P1l, sem qualquer ligagdo com a
capacidade de troca de material genético entre bactérias.

O documento WO 1988/006594 descreve o uso de peptideos
sintéticos derivados da proteina Pl do S. mutans
apresentando até 35 aminoacidos derivados da proteina Pl.
Nenhum deles coincide com a proteina recombinante descrita

na presente invengdo. Pelo contrario, a estratégia descrita

‘esta voltada no uéomaé>pbli§ebtideés'sintéticos e nao de
proteinas recombinantes.

A patente Us 4442085 descreve um  processo de
purificacdo da proteina A do  §. mutans e sua utilizagdo na
preparacdo de vacinas. De fato, a noééo de'que‘proteinas de
superficie do S. mutans poderiam ser usadas como base para

o desenvolvimento de vacinas anti-carie 3j& existe, no
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entanto, a presente invencdo se diferencia pelo fato de

empregar um fragmento da proteina Pl que se mostrou mais

eficaz do que a proteina natural na geracdo de anticorpos

que neutralizam a capacidade do S. mutans em aderir a
superficies abidticas. |

A patente CN 101036790 A descreve o uso de vacinas de
DNA que codificam para proteinas localizadas na superficie
do S. mutans. No entanto, tanto o conceito vacinal quanto
as proteinas expressas sdo distintos daqueles descritos na
invengdo ora pleiteada.

O artigo “Differenciation of salivary agglutinin-
mediated adherence and aggregation of mutans streptococci

antibodies against_ the major _surface

protein P1” (Infection and Immunity, vol. 60, no. 3, Mar.
1992, p. 1008-1017) demonstra gque anticorpos monoclonais
3 '3Héﬁ’gloshe§r a
capacidade de adesio da bactéria a superficie dental. Os
experimentos foram feitos empregando formas recombinantes
da proteina Pl produzidas em E. coli. A presente invengao
se diferencia do estudo feito pelo fato de empregar um
fragmento da proteina Pl que se mostrou mais eficaz do que

a proteina natural na gerag¢do de anticorpos que neutralizam

a capacidade do S. mutans em aderir a superficies

*abiéticaé.vAléﬁ“diétb, o uso de linhagens de B. subtilis, e

ndo E.coli, contribuiu de forma n&o previsivel para a
geracdo de uma proteina com potencial vacinal superior a
qualgquer outra j& descrita na literatura.

O artigo “Identification of a salivary aggluéinin—
binding domain within cell surface adhesin Pl of

Streptococcus mutans” (Infection and Immunity, vol. 61, no.
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4, Bpr. 1993, p. 1547-1552) descreve regides da proteina P1
do S. mutans gue estdo diretamente relacionadas ao processo
de adesdo da bactéria a superficies abidticas, como a
superficie dental. A sequéncia descrita no estudo engloba
os aminoacidos 186-464 da proteina nativa, enquanto a
sequéncia descrita na presente invencgao engloba os
aminoacidos 39 a 512. A diferenca na regido expressa, assim
como a expressdo da proteina em B. subtilis, contribuiram
para a produgdo de um material com caracteristicas
antigénicas unicas, o que resultou na geragao de anticorpos
mais eficientes para o bloqueio da ades&o da bactéria.

Descricdo das Figuras:

A figura 1 mostra a construgdo do;2§§9£:QLQVjQJE(BL+

no qﬁal o fragmento de DNA codificante (A) para a proteina

Pljg-51, foi clonado a montante do promotor Pgrac (P) do

A figura'2 revela a expressdo, detecgdo e purificacgao
da proteina recombinante Plie-s12 a- partir da linhagem
recombinante de B. subtilis (LDV701).

A figura 3 revela a especificidade dos anticorpos
gerados com a proteina Plss-si2 apdés a imunizacgdo subcutanea
com adjuvante de Freund (Sigma) em camundongos Balb/c
fémeas.

A figura 4 moétfaﬁa-Eifuiaéébﬂdds-éﬁ£icorp6s.anti—Pl3%
siz  (IgG) presentes em amostras de soro de animais
imunizados com a proteina recombinante.

A figura 5 mostra a detecgao por imunofluorescéncia da
proteina Pl nativa na superficie do S. mutans empregando 65

soros gerados com as proteinas recombinantes Plig-s12 € Plzg-

5124 -
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A figura 6 revela a caracterizacdo funcional dos
anticorpos gerados com a proteina Pls3g-s512 nativa ou
desnaturada por tratamento térmico.

Descricdo detalhada da invengido:

O presente pedido de patente de invengdao prové uma
sequéncia de aminodcidos de uma proteina imunogénica
recombinante derivada da proteina Pl de S. mutans, que
inclui a porgdo amino terminal, sem o peptideo sinal (1), e
473 aminodcidos da regido varidvel (aminodcidos 39 a 512)
da proteina nativa; um plasmideo recombinante; formulacgdes
farmacéuticas derivadas destes, preferencialmente vacinas,
e anticorpos poli e monoclonais derivados desta.

Adicionalmente,

a presente invencdo destina-se ao .uso -

das sequéncias e/ou plasmideos recombinantes que codificam

para o antigeno vacinal Plsg s12 aplicado no controle

profilatico ou terapéutico da TATi€ e7ol dbéﬁégEzgigtéhfza;'
associadas a bactéria, tal como a endocardite bacteriana.
Em uma primeira modalidade, o presente pedido de
patente trata da sequéncia de aminoacidos da proteina
imunogénica Plj3g 512, Qque difere da regido A (2), a qual
corresponde aos aminodcidos 186-464, previamente utilizados
em pesquisas voltadas para o desenvolvimento de vacinas

contra a carie dental, por englobar regides adicionais a

montante e a jﬁsaﬁte.-lx_proﬁosfa. de uso desta regido é
inédita e contribui para as propriedades imunogénicas
observadas.

A figura 1A corresponde a um esquema representativo da
sequéncia primdria da proteina Pl de S. mutans, a quai
apresenta em sua porcdo N-terminal o peptideo sinal

(residuos de aminoacido 1-38) (1) e a regido rica em
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alanina denominada de regido A ou SBR (residuos de
aminoacidos 186-464) (2). A regido central contém a porgao
variavel ou regido V (residuos de aminodcidos 465-839) (3)
e a regido rica em prolina ou regido P (residuos de
aminodcidos 840-963) (4). Na porcdo C-terminal, h& a regido

de ancoramento na membrana citoplasmédstica e parede celuar

(residuos de aminoadcidos 1486-1556) (5), o motivo LPXTG
(residuos de aminoéacidos 1529-1533) (6) e cauda
citoplasmatica (residuos de aminodcidos 1557-1561) (7).

Para a geragdo da proteina Plss si2, foi c¢lonada a
regido que compreende a porgdo N-terminal, sem o peptideo

sinal (1), e uma pequena porg¢do da regido V (8).

Em uma segunda modalidade da invencgao, descreve=se.um.

éigémideo recombinante pLDV701, derivado do vetor pHTOS8

(Nguyen et al., 2007), construido a partir da clivagem por

enzimas'de=restrigéb=(BamHi’e=A§tIIT'ao=p1a§ﬁi&é57§G§1§)=o

‘qual é derivado do vetor pGEM-T-easy e possuli a sequéncia

codificante para os aminocidcidos 39 a 512 de S. mutans UA159
(Adjic et al., 2002).

A enzima BamHI digere o fragmento SpaPlN & montante
enquanto a enzima de restricdo AatII digere o fragmento
numa regido & jusante do fragmento SpaPlN. Como resultado

da dupla digestdo do pGlN, é gerado um fragmento de DNA de

" tamanho molecular igual a 1.461.§b, que é extraido do gel

de agarose 0,8%, purificado utilizando-se, por exemplo, o
kit de extracdo “QIAquick® Gel” e ligado com o auxilio da
T4 Ligase, resultando no plasmideo recombinante PLDV701
contendo a sequéncia de &cidos nucléicos gue codifica para
a proteina Pljg s12.

A figura 1B corresponde a representagcdao do vetor
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construido pLDV701, o qual apresenta o promotor Pgrac (P) e
uma cauda com 8 histinas (H) a Jjusante da regido que
codifica para a proteina Plss s12-

’ Em uma terceira médalidédé} o) presenté pedido destina-
se ao preparo de formulacgdes farmacéuticas contendo a
proteina recombinante Plsg si2, preferencialmente, vacinas.
As formulacdes farmacéuticas podem ser administradas por
via de mucosa, transcutdnea e/ou vias de administracgao
parenteral.

Em uma quarta modalidade, a invencgao pleiteia o uso da
sequéncia e/ou plasmideos recombinantes como antigeno
vacinal no preparo de formulagdes vacinais e/ou
impnoterapégt%ggsJ=§Ri}qggas=;HQZMggptggle; profildtico_ e/ou
terapéutico de doencas associadas ao S. mutans, como a
cirie dental e a endocardite bacteriana.

#‘*Em‘Uﬁé“gUfﬁté’moéaifHadEf=3 presente invencdoc prové o
uéo da proteina Pljzg si2 e/ou proteinas e peptideos dela
derivados, na produgdo de anticorpos poli ou monoclonais
empregados na prevengdo ou tratamento de carie dental e
outras doencas associadas a infecg¢do pelo S. mutans.

A proteina recombinante Plss s12 foi construida em
laboratério com Dbase nos estudos de caracterizacdao
fisioldégica e imunoldégica da proteina Pl completa de Sf
mu%ané, éssiﬁ coﬁo”da‘fééléo.deﬂominadé A (ou SBR).

Os resultados indicam que a inclusdo de sequéncias
adicionais & montante e & jusante da regido A (2) e sua
producdo em linhagens recombinantes de B. subtilis conferiu
propriedades inéditas a proteina recombinante quantb a sua

estabilidade, conformacao e, sobretudo, suas propriedades

imunolédégicas.
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Construcdo da proteina recombinante Plsg siz

O plasmideo recombinante pLDV701, que codifica para a
proteina Plzg 512, foi obtido a partir da insergdo do produto
de amplificagdao de uma porgéé do gene spéP,.da linhaéem
laboratorial de S. mutans UA159, no vetor pGEM-T-Easy nos
sitios de clivagem das enzimas de restrigdo BamHI e AatII.

Os iniciadores utilizados na amplificagcdo por PCR

~continham sitios de clivagem para as referidas enzimas. O

produto de amplificacdo contendo 1.461 pb foi submetido a
eletroforese em gel de agarose 0,8%, e posteriormente,
excisado e purificado empregando o sistema "“QIAquick® Gel
extraction kit” conforme instruc¢des do fabricante.

O fragmento foi 1ligado aqﬂXeEQfxpgTQBQ um_vetor _de.

expressio previamente descrito para uso em linhagens de B.

subtilis, utilizando-se a enzima T4 ligase. Desta forma,

_ _foi .obtido..o -plasmideo- recombinante ~“céntendd “o “fragmento

que codifica para a porgao amino-terminal da proteina Pl e
uma pequena porcdo da regido varidvel da proteina.

Os demais procedimentos de confirmacdo da obtengdo do
plasmideo recombinante e de transformagdo em linhagens de

E. coli K-12 e B. subtilis sao procedimentos laboratoriais

de uso rotineiro.

Procedimento para a purificagcdo da proteina Plsg siz
As etapas desenvolvidas para a purificacdo da proteina
Pl3s 512 referem-se a preparacdo da massa celular, extracao

da proteina e cromatografia de afinidade.

- Preparagdo da Massa Celular:

Uma aliquota do estoque congelado de B. subtilis
recombinante LDV701, albergando o plasmideo pLDV701 foi

inoculada em 5 mL de meio LB com cloranfenicol (30 ug/mL)
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em erlenmeyer de 500 mL e incubada a 37°C, 200 rpm em
agitador orbital por 18 horas.

Este pré-inéculo foi utilizado como indéculo de 1 L (1
erlenmeyers de 3 L com 1 L de meio de culturaf nés mesmas
condicdes de cultivo do pré-indéculo, até a absorbancia de
0.6-0.8, no qual foi adicionado 0,1 M de IPTG. A cultura
foi mantida por 4 horas sob indugdo e a amostra foi
centrifugada a 10.000 x g por 30 minutos a 4°C e a massa
celular estocada a —-80°C para proceséémento posterior.

- Extracdo da Pljzg s512:

A massa bacteriana foi ressuspensa em 1/10 do volume
original em tampdo A (0.1 M Tris HCl1l, 0.5 M NaCl, pH 7.5) e

lisozima (800 pg/mL) e mantida por 30_minutos_a 37% .C.—-

Posteriormente, 0,01% de SDS (dodecil sulfato de sdédio) e

0,01 M de PMSF (fenilmetilsulfonil fluoreto) foram

_ adicionados -a - suspensdo ~e =~ as —células foram lisadas por

sonicacgdao.

O homogenato obtido foi clarificado por centrifugagéo
a 10.000 rpm por 1lh a 4°C. O sobrenadante foi micro-
filtrado com filtros de 0.22 pm Millipore. A solugdo obtida
ao final desse processo foi denominada homogenato
clarificado- e foi aplicada & coluna de cromatografia de
afinidade.

"~ Cromatografia de Afinidade por Niquel:

A cromatografia foi realizada no aparelho Akta
Explorer empregando-se a resina Histrap equilibrada com 5

volumes de coluna (vc) de tampdo A com fluxo de 1 mL/min. O

‘homogenato clarificado (1 L) foi aplicado em coluna com

fluxo de 1,0 mL/min. A fracdo ndo adsorvida foi denominada

FT. A proteina Pljzg si2 foi eluida com 5 mL de tampao de
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eluicao com concentracgdes crescentés de imidazol (0.05 M
até 1 M). A coluna foi regenerada com 5 vc de Tampao B e 10
vc de agua destilada.

As fracdes eluidas foram quantificadas por
espectrofotometria e caracterizadas em SDS-PAGE com géis de
poliacrilamida na concentrac¢ao de 12,5%.

Avaliagdo Imunoldgica da proteina Plsg 512

- Ensaio de Imunizag¢do:

Foram utilizados camundongos fémeas da linhagem
Balb/C, de 6 a 8 semanas de idade, obtidos no Biotério de
Isogénicos da Parasitologia-ICBII/USP.

O protocolo de imunizagd&o consistiu da administragao

subcutanea de 5 doses de 10 ng de PEOFe}qufigzﬁm combinada

:HZﬁ%éajﬁvénzz;gé F;eund completo ou incompleto (a partir da
segunda dose) com intervalo de 14 dias.

L A proteina. recombinante- foi- empregada ES&S’iﬁ?i§é36=éh=
duas formas: soluvel (Pl3g 512) ou desnaturada a 100°C po? 10
minutos (?131ﬁMd), O sangue dos animais foi coletado um dia
antes de cada dose e duas semanas apds a ultima dose.

Os SOoros dos animais foram recolhidos apds a
coagulacdo do sangue a 37°C por 30 minutos e retragdo do
codgulo a 4°C por 30 minutos. Apds a centrifugagéao
refrigerada de 3.000 rpm por 15 minutos, o sobrenadante foi

- retirads-e @stocado a -20°C. Cdﬁduébﬁt}oié;-empregou—se a
proteina Pl recombinante completa, expressa e purificada da

cepa de E. coli CGl4.

Avaliacdo da Resposta Humoral

- Ensaio de ELISA para Titulagdo de Anticorpos

Especificos contra Plzgs-siz:

Pocos alternados de uma microplaca de poliestireno
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Polisorp (Nunc) foram sensibilizados por 18 horas a 4°C com
200 ng de proteina recombinantes Pl, Pl3g s12 soluvel ou
desnaturada.

As placas foram lavadas trés vezes com PBS 1lx e, apéé
a lavagem, foi feito o bloqueio adicionando-se 200 pl de
PBS 1x Tween 0.05% com leite 5% durante 60 min a 37°C.

Apés novo ciclo de lavagens (3x), 100 pl dos soros
foram aplicados aos pogos e diluidos sericamente, estes
conjuntos foram incubados a temperatura ambiente por
1h30min.

As placas foram novamente lavadas 3 vezes com PBS
contendo Tween a 0,05% (PBST) e a revelacdo foi feita com

100 pL/pogo da solugdo reveladora por 20 min, a_temperatura .

ambiente e no escuro e interrompida com 50 pL por pogo de

dcido sulfiurico a 1 M.

—  _  .A"-deitura -da- densidade- 6ptica” £6i Tedlizada "a 492 nm

em leitor de placa (Multiscan MS- Labsystems). Cada ensaio
foi realizado em duplicata/ e os titulos dos anticorpos
foram estabelecidos como o inverso da maior diluigdo dos
soros com densidade oéptica acima daquelas obtidas com os
soros pré-imunes.

Avaliagdo funcional dos anticorpos anti-plsg s12
especificos

‘- Imunofluorescéncia:

As linhagens PC3370 (AP1l), deletada no gene que
codifica a proteina P1, e PC3370C de S. mutans crescidas
foram preparadas por meio de lavagens com PBS 1X e
ressuspensdo em 1 ml de PBS 1X.

As bacteérias preparadas (100 pl) foram espalhadas em

laminas de vidro e fixadas por aquecimento. Em seguida, as
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laminas foram bloqueadas com BSA 3% por 30 min -a
temperatura ambiente e foi adicionado 20 pl de soro (anti-
P1l, anti-Plsg.s12 ou anti-Pli3g-sipq) diluido 1/500 e a mistura
" foi incubada por 30 min a 37° C. Posteriorménte, a lémiﬁa

5 foi lavada com PBS.

Ap6s esse procedimento, o segundo anticorpo anti-IgG
de camundongo conjugado ao FITC (Sigma Aldrich) foi
adicionado e incubado ao abrigo da luz por 30 min a 37° C.
Novas lavagens foram feitas e a células marcadas foram

10 observadas em microscépio de fluorescéncia.

- Inibicdo da agregacdo mediada por saliva de S.

mutans por meio de anticorpos anti-Plsg-s;2 em placas de

Inicialmente, a saliva de um Unico doador foi

15 clarificada por centrifugacdo (14.000 rpm, 15 min a 4°C).
em presenga de diferentes soros, as células de S. mutans
PC3370 (controle negativo) e -PC3370C foram lavadas duas
vezes com PBS e ressuspensas para uma DO (600 nm) de 1.

20 Para o ensaio de agregagdo, 100 pl da suspensao
bacteriana juntamente com 50 pl PBS 1X, 50 pl de saliva
clarificada diluida em tampdo KPBS (2.7 mM KC1l, 1.5 mM
KH,PO4, 137 mM NaCl, 6.5 mM NapHPO,, pH 7.2) e 2 pl de CaCl,
(0.1~M)i%gré&”miéfuradogue éplicéaoéha éégo; de plécas de

25 microtitulagao.

Esse material foi incubado por 5 min a 37° C para
estabilizacdo e depois a DO (600nm) foi medida em
espectrofotdémetro para medicao da absorbancia no tempo O
(TO). Em seguida, a placa foi incubada por mais 60 min e a

30 DO foi novamente medida, resultando no valor T60. Para

zrnicz_jgtiterrlag:éo;~ , VU

‘ensdios™ de agrégacdo de S. mutans e inibicéao
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calcular a taxa de agregacdao das cepas, foi utilizada a
equagdo: [TO0 - Te60].

Para o ensaio de inibicdo da agregacgéao, foram
misturados 133 pl de suspensao bacteriana, 50 pl PBS coﬁ os
anticorpos devidamente diluidos e 2 pl de CaCl;. A mistura
foi colocada em pocgos de placas de microtitulagdao e
incubada por 30 min a 22° C. Posteriormente, a saliva
clarificada diluida em KPBS foi adicionada e o conjunto foi
incubado por 5 min a 37°C e a DO no tempo 0 foi
determinada.

Depois, a placa foi incubada por mais 60 min e a DO

foi novamente medida. A inibicdo da agregagdo bacteriana

foi estimada ~ por

anteriormente. Todos os testes foram independentemente

repetidos por trés vezes.

. — " -~ Inibicao- da- adesdc médiada pof saliva de §. mutans

por meio de anticorpos anti-Plig_s512 em placas de

microtitulacgdao:

A saliva clarificada diluida em KPBS (100 pl/ pogo)
foi colocada em pogos de placas de microtitulagao e
incubada por uma noite a 4°C.

A saliva foi removida e os pocos lavados uma vez cCoOm

TBSC (10 mM Tris-HCl1l, 150 mM NaCl; pH 7.6 e 5 mM CacCly),

ﬁbiaquéadés com BSA 1% por 1 hora a temperatura ambiente.

Depois, os pocos foram lavados duas vezes com TBSC e 100 pl

da suspensdo bacteriana (DO600nm = 1) foram adicionados aos

pocos e as placas incubadas-a 37°C por 2 horas. '
Entdo, os pogos foram lavados com TBS e as células

aderentes fixadas com formaldeido 25% por 30 min a

temperatura ambiente. Em seguida, a placa foi lavada com

meio do mesmo _ calculo _descrito._.
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TRS e as células foram marcadas com cristal violeta 0.5%
por 1 min & temperatura ambiente.

Por fim, a placa foi 1lavada com TBS e o corante

' remanescente foi diluido em acido acético 7% e a

absorbéancia de cada amostra foi determinada em
espectrofotémetro (DO600nm). Para os ensaios de inibicao da
adesdo, inicialmente as células preparadas foram incubadas
com os soros anti-Plsg_si2, anti-pize-sizq ou anti-P1l (controle
positivo) na diluig¢do de 1/3200 por 30 min a 37°C, e
depois, adicionadas a placa revestida com saliva.

O numero de células ligadas com as amostras de soro,

com e sem incubacdo prévia, e depois adicionadas a placa de

ELISA foram calculadas a partir de uma_ curva, _padrao__que_

relaciona o numero de células de S. mutans e a DO600nm.

Como controle positivo para a reagdo de inibicao foi

'empregadO'fambém’éDTA'(3 hM); pois a Tigacao entre a Pl e a

gp340 ¢é calcio dependente (Crowley, 1993). Como controle -

negativo foi empregado o soro pré-imune. Os ‘experimentos
foram repetidos trés vezes de forma independente.

Resultados obtidos:

Avaliacdes Estatisticas:
Os resultados foram analisados no programa GraphPrism

5 e foram expressos como *SD. O método estatlstlco One way

 ANOVA f01 usado para comparar a 1n1b1gao de aderenc1a pelos

soros anti-Pljo-s512. As diferencas foram consideradas
significativas quando o valor de p < 0.05.

- Ensaio 1:

A proteina recombinante Pl3g s12 foi expressa e
purificada com eficacia empregando um sistema de B.

subtilis. A proteina recombinante é reconhecida por
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anticorpos gerados com a proteina Pl completa, indicando a
preservagao de epitopos importantes.

- Ensaio 2:

Um primeiro exemplo de formulagdo vaéinalufbi testado
em modelo murino, por administrag¢&o subcuténea, consistindo
no uso da proteina recombinante Plsg 512 co—administrada com
o adjuvante de Freund.

- Ensaio 3:

A proteina recombinante Plzg 512 também pode ser
utilizada sozinha ou em co-administragao com outros
adjuvantes para o controle e/ou erradicagdo do S. mutans.

O produto da presente invencédo foi caracterizado em um

.. —.—estudo .--baseado. .em.-sua ..obtencgédo.._.e...avaliacdo_ _.de__.suas..

propriedades imunoldgicas e funcionais.

A proteina recombinante Plsg 512 foi expressa e
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purificada com grande eficiéncia pelo sistema de B.
subtilis.

O vetor pLDV701 codifica o polipéptidio N-terminal
recombinante, truncado da proteina Pl de S. mutans, com uma
cauda de histidina (H) sob controle do promotor Pgrac (P)
induzivel por IPTG (Fig. 1B).

A proteina codificada tem uma massa molecular predita

de 55,7 kDa. Uma unica banda, com uma massa molecular

aparente de aproximadamente 50 kDa, reativa com um anti-
soro anti-Pl, foi detectada em immunoblots de extratos
totais de B. subtilis LDV701 apdés a incubag¢ao com IPTG para
induzir a expressdo da proteina. -

O mesmo anticorpo policlonal especifico contra a Pl
detectou apenas uma proteina de 185 kDa correspondendo a Pl

presente no extrato do S. mutans PC3370C, wusado como
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controle positivo.

Nenhuma reacdo cruzada foi observada em extratos de B.
subtilis transformadas com o vetor vazio, pHT08, ou na cepa
LDV701 na auséncia do indutor (Fig. 2A).

A proteina recombinante é acumulada no citoplasma do
B. subtilis LDV70l e aproximadamente 50% da proteina
apresenta-se na fragao soluvel e 50% na fracdo insoluvel
(Fig. 2B).

A obtengdo da proteina Plsg 512 purificada foi feita
carregando uma coluna de niquel com extratos soluveis do B.
subtilis LDV70l e a proteina recombinante foi eluida com

0,5 M de imidazol (Fig. 2C). O rendimento final da proteina

. recombinante foi de 15 mg/L de cultura, foi realizado apés

a incubacd&o a 37°C po;

4h na preésefica-de TPTG -~ - .

A caracterizacdo das propriedades imunolégicas da

prBEéina‘=?i3¢5n=;f014;ip;9}§dq por meio da imunizacao
subcutidnea de dois grupos de camundongos com 5 doses da -

proteina: um grupo com a proteina soluivel e outro com a
proteina desnaturada por fervura (Plsg-sizg) .

Os anticorpos obtidos com a proteina ndo-tratada e
desnaturada, assim como o anticorpo anti-P1, foram

titulados por meio de ELISA usando as proteinas purificadas

Pl3g-512, Pl3g-s124 € Pl como antigeno de fase sdélida.

Os maiores tituTos -de- -IgG .sérico. anti-Plss-s;2 foram
obtidos com a proteina soluvel, 7.6 x 104, e quando a
proteina desnaturada foi empregada os titulos de IgG foram
um pouco menores (6.8 x 10°). A proteina soluivel empregada
como antigenq ligado apresentou titulos de IgG que variaram
de 7.6 x 10! até 1.1x 10% com o soro anti—PlQ_nz e anti-

Pl3g-s124, respectivamente.
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Quando a proteina desnaturada Plig.si2a foi empregada
como antigeno ligado, os titulos de IgG foram similares,
contudo com uma poténcia menor do que quando foi empregado

a proteina soluvel, conforme pode ser observado na Tabela 1

abaixo:
Antigeno de fase sdélida:
Soro

Pl Pl3g-512 Pl3g-s5124

Anti-P1l 1.65 x 10° [ 1.3 x 10* | 6.3 x 103

Anti-Pljig sz 7.0 x 10° | 7.6 x 10* | 6.8 x 103

Angi-plag_slzd 8.4 x 10° | 1.1 x 10* | 5.1 x 103
Anti-Smua | ‘N:Dz o 21_ ;: 105 | 7.0 = 1odT|T T

7| Anti=SmuAPlb - -|... ND - 2.0 x 107 | 1.4 x 107

ND — N&ao determinado

a — Soro anti-S. mutans PC3370C

b - Soro anti-S. mutans PC3370

As propriedades antigénicas da proteina Plig-s12 na
forma soluvel e desnaturada foram estudas e comparadas em
ensaios de ELISA empregando trés anticorpos: o primeiro

contra o §. mutans (a-Smu), o segundo contra a proteina Pl

recombinante completa e, por fim, um controle negativo,-com .

anticorpo contra uma linhagem de S. mutans nocaute para a
proteina P1 (PC3370).

Os resultados mostraram que O sSoro contra a proteina
recombinante Pl e contra o S. mutans (PC3370C) . foram
fortemente reativos com ambas as formas da proteina Plsg_ss

e que os titulos de IgG menores foram obtidos com a
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proteina Plszgs_s32 desnaturada (Figura 4).

Os anticorpos gerados com as duas formas da proteina
Pl3s-s512 sao capazes de reconhecer especificamente a proteina
Pi nativa expressa na superficie da linhagem PC3370C de S.
mutans, mas nao na linhagem nocaute PC3370 (Fig. 3). Além
disso, este reconhecimento foi semelhante ao anticorpo
anti-P1.

Coletivamente, estes resultados indicam que proteina
Plig-s12 purificada a partir da linhagem recombinante de B.
subtilis, nas formas soluvel e desnaturada, apresentam
determinantes antigénicos e imunogénicos da proteina Pl

nativa de S. mutans e induzem altos titulos de 1IgG

_antigeno-especifico apés imunizagdo parental.

Entretanto, a presenca de titu

gerados em camundongos imunizados com a proteina P139-512d
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sugerem que- alguns--determinantes_antigénicos, como epitopos

conformacionais, sao perdidos apds desnaturacdo por fervura

da proteina. Além disso, estes resultados sugerem que
epitopos lineares e conformacionais presentes na proteina
Pl nativa, particularmente, aqueles localizados na
superficie intacta das células de S. mutans, sdo mantidos
no polipeptideo recombinante Plsg_s:2 ndo desnaturado

As caracteristicas funcionais dos anticorpos gerados

contra a proteina recombinante Plszg.syo. produzida em B.

subtilis foi demonstrada por meio da andlise da capacidade
destes anticorpos em inibir in vitro tanto a agregacéao
quanto a aderéncia de S. mutans mediada por saliva em
superficies abidética. Os anticorpos anti- Plig-s;2 guanto o
anti-Plsg-s512¢ inibem o processo de agregagdo mediado por

saliva de S. mutans em niveis similares aos alcancados pelo

los "IgG~anti=-Pl- menores. . . .
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soro anti-P1 (Fig. 3A).

Em contraste, © soro pré-imune (controle negativo) nédo
teve nenhum efeito neste processo. Ambos os anticorpos
ahti—P13%5m e anti-Plig-512¢ inibiram significativamente_ a
ligagdo da linhagem PC3370C de S. mutans aos constituintes
salivares imobilizados (Fig. 3B).

Nenhuma inibicéao significante foi observada em
presenca do soro pré-imune, assim como nenhuma agregacdo e
aderéncia foi observada sem ou com saliva quando a linhagem
de S. mutans PC3370, nocaute na proteina P1l, foi empregada.
Os resultados indicam que importantes determinantes

imunoldgicos, necessarios tanto para a agregacdo como para

..a _ad@sap da proteina Pl nativa de S. mutans, estéao

presentes na proteina recombinante expréSsad-em BT ~subtilis- . .

e que os anticorpos gerados apresentam papel efetor e

VeI - aplicacgdo - em - vacinas _acelulares contra o S.

O presente pedido de patente apresenta uma proteina
recombinante derivada da proteina Pl de S. mutans com
potencial imunogénico preservado e, gquando associado ao
adjuvante de Freund ou outros substancias com propriedades
adjuvantes em imﬁnizagées por vias parenterais, induz altos
titulos de IgG sérico especificos contra a proteina Pl de
S. mutans.

Apesar de representar apenas uma porcdo da principal
proteina de adesdo de S. mutans, a formulacdo demonstrou
ser mais eficiente em gerar anticorpos neutralizantes
contra o patébgeno do que a proteina Pl completa.
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REIVINDICAGOES
1. Sequéncia de Aacido nucléico recombinante que

codifica para os aminodcidos 39 a 512 da proteina Pl do S.

-mutans caracterizada pelo fato de ser estabelecida na SEQ.

de ID. No. 1 e compreender a regido amino terminal da
proteina Pl sem incluir o peptideo sinal (amino&cidos 1 a
38), toda a sua regido A e parte da regido variavel
expressa por linhagens da bactéria S. mutans.

2. Proteina recombinante Plsq.512 caracterizada pelo

fato de ndo apresentar o peptideo sinal e de conter toda a
regido A e parte da regido variédvel da proteina Pl do S.
mutans.

3. Proteina recombinante, de acordo com a

reivindicacado 2, caracterizada pelo fato de compreender a

SEQ. de ID. No. 2.
4. Proteina recombinante, de acordo com qualqgquer

umas das reivindicagdes 2 ou 3, caracterizada pelo fato de

ser . posteriormente purificada por cromatografia de
afinidade de formas soluvel e insoluvel.
5. Proteina recombinante, de acordo com qualgquer

umas das reivindicacdes 2 ou 3, caracterizada pelo fato de

ser expressa em linhagens recombinantes de B. subtilis.

6. Proteina recombinante, de acordo com a

‘reivindicacdo -5, caracterizada pelo fato de ser expressa em

outros sistemas de expressao em bactérias, fungos
(leveduras), virus ou células de mamifero.
7. Proteina recombinante, de acordo com as

reivindicag¢des 2, 3 ou 4, caracterizada pelo fato de ainda

ser submetidas a um tratamento desnaturante.

8. Proteina recombinante, de acordo com a
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reivindicagae 7, caracterizada pelo fato de que o)

tratamento desnaturante consiste na incubacdo da proteina a
100°C por 10 minutos.
9. Proteina recombinante, de acordo com gqualguer uma

das reivindicagdbes 2, 3, 4, 5, 6, 7 ou 8, caracterizada

pelo fato de que esta pode ser fusionada a outras proteinas
heterdélogas para subsequente purificacao da proteina
hibrida por cromatografia de afinidade.

10. Proteina recombinante, de acordo com a

reivindicac&o 9, caracterizada pelo fato de gque pode ser

fusionada a antigenos de natureza viral, bacteriana,
parasitaria ou fungica.
11. Formulacgéo farmacéutica e/ou veterindria

caracterizada pelo fato de compreender a -proteina

recombinante conforme descrita em qualqgquer uma das
reivindicagdées 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 ou 10 e/ou a
sequéncia de acidos nucléicos conforme definida na
reivindicacdo 1 em veiculos farmaceuticamente aceitaveis.
12. Formulacao, de aqordo com a reivindicacdo 11,

caracterizada pelo fato de compreender, de forma

preferencial, a proteina Pljge-s512 purificada.
13. Formulacéao, de acordo com gualgquer uma das

reivindicag¢des 11 ou 12, caracterizada pelo fato de que

esta estd, preferencialmente, na forma de vacina.
14. Formulacdo, de acordo com a reivindicacao 13,

caracterizada pelo fato de que a formulacdo vacinal

compreende, opcionalmente, vacinas de DNA que codificam a
proteina Pi39-512-
15. Formulacé&o, de acordo com gqualquer uma das

reivindicacdes 11, 12, 13 ou 14, caracterizada pelo fato de
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compreender, opcionalmente, adjuvantes vacinais,
particularmente, sais de aluminio (alumen), MF59 e
saponina.

16. Formulacéao, de "acordo com qualquer uma das

reivindicag¢des 11, 12, 13, 14 ou 15, caracterizada pelo

fato de que a proteina Pli3s-s;2 recombinante purificada esta
presente em uma concentragao de 1 pg/dose a 500 pg/dose, de
preferéncia, 50 a 100 ug/dose.

17. Formulacéao, de acordo com qualgquer uma das

reivindicag¢des 11, 12, 13, 14, 15 ou 16, caracterizada pelo

fato de que pode ser administrada pelas vias intramuscular,
subcutéanea, intradérmica e mucosas, preferencialmente, a
via oral.

18. Uso da proteina recombinante conforme descrita em
qualquer uma das reivindicag¢des 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 ou

10, caracterizado pelo fato de ser para preparar uma

formulacado compreendendo a proteina Plsg-s1, como ingrediente
ativo indicado para o tratamento de caries ou infecc¢des
sistémicas associadas ao S. mutans, preferencialmente,

endocardites e outras infeccdes sistémicas.



1/4

FIGURA 1
- o | 5 6
N~ H— 2 T 3 T 4 ’__'LZ COOH
1 |
8 7
5 > 3
_r)P H P139.512
FIGURA 2
A B
S. mutans LDV700" LDV701 LDV70+
+P1 AP1 - 4 -+ - | .

185

LDV701 Concentracao de Imidazol (M)
'+ FT 005 01 05 07 1 MW




ia492nm

ancia

Absorb

A

S. mutans LDV700 LDV701

2/4.

FIGURA 3

S. mutans LDV700

1 2 4 5 6

o

4.8
1.6

LDV701

7 8 1 2 3 4

FIGURA 4

5 6

7

15 20 25

Fator de diluicdo (x10%)

30

8

35



3/4

FIGURA 5




4/4

FIGURA 6

0.081

_ 4
& < &
S S S
< @ o

(091-01)""0%%epueqiosqy

Fator de diluicao (x102)

a5

Fator de dilui¢do (x10%)

104

( woﬁxu sepedi| se|n|ad ap csswnN



1/1

Resumo
SEQUENCIA DE ACIDO NUCLEICO RECOMBINANTE QUE CODIFICA PARA
OS AMINOACIDOS 39 A 512 DA pRo'rEiﬁA Pl DO S. MUTANS,
PROTEINA RECOMBINANTE E SEUS USOS NA PREVENCAO E CONTROLE

5 DA CARIE DENTAL
A presente invencdo prové uma sequéncia de &cidos
nucléicos (SEQ. de ID. No. 1) e correspondente sequéncia de
aminoacidos da proteina imunogénica Plss-s12 (SEQ. de ID. No.
2) derivada da proteina Pl de Streptococcus mutans (S.
10 mutans), compreendendo os aminodcidos 39 ao 512 da proteina
nativa, expressa em linhagens recombinantes de Bacillus
subtilis e formulacdes farmacéuticas, preferencialmente
vacinas, voltadas para o controle da carie humana.
Adicionalmente, o présénte pedido de patente—destina-se -ao-
15 uso de formulagdes farmacéuticas das sequéncias de &cidos
- nucléicos. e/ou proteinas e/ou anticorpos especificos
derivados da Plss-512 para o controle profilatico ou
terapéutico da carie e outras doencas associadas ao S.

mutans.
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