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Resumo

“Processo para a purificagcio de PrPres a partir de uma

amostra bioldgica e suas aplicagdes”

A invencdo diz respelto a um método para purificar PrPres a
partir de uma amostra bioldgica para ser utilizada na
determinagdo qualitativa e/ ou gquantitativa da PrPres na
dita amostra. O dito processo consiste essencialmente em:
(1} incubacdc durante 30 segundos a 2 horas, a uma
cemperatura inferior a 80°C, da dita amostra bioldgica com
uma solugdo tampao A compreendendo pelo menos um agente
tensioactivo numa quantidade compreendida entre um quarto a
gquatro vezes o peso da amocstra biocldgica e opcionalmente
uma protease para formar uma suspensdoc S1; (2) adicionar &
dita suspensdo S1 resultante de (1) uma solugdo tampac B
numa quantidade suficiente para clarificar a dita
suspensdo, cujo tampdo B é constituido por um solvente, ou
uma mistura de solventes que n&o solubilizam a PrPres e
apresentam uma constante dieléctrica compreendida entre 10
e 25; (3) a centrifugacdo da suspensdo S2 obtida na etapa
(2); e (4) a solubilizagdo do dito sedimento num tampdo C
compreendendo pelo menos um agente tensioactivo e/ ou pelo
menos um agente caotrdpico a uma temperatura compreendida

entre a temperatura ambiente e 100°C.



Descrigéo

“Processo para a purificagdo de PrPres a partir de uma

amostra bioldégica e suas aplicagdes’’

A presente invencdo diz respeito a um novo processo de
purificacdo da PrPres a partir de uma amostra bioldgica
rendo em vista a sua utilizacdoc para a determinacdo
qualitativa e/ ou quantitativa da PrPres na dita amostra.

As encefalopatias subagudas espongiformes
transmissivels sdo provocadas por agentes transmissiveis
ndo convencionais (ANTC), ainda designados por prides, cuja
natureza precisa permanece desconhecida até a data. As ESST
compreendem essencialmente a doenca de Creuzfeldt-Jakob, no
ser humano (DCJ, ou CJC de Creutzfeldt-Jakob disease), a
doenca das tremuras no carneiro e na cabra e a
encefalopatia espongiforme bovina (ESB ou BSE de bovine
spongiform encephalopathy), nos bovinos; foram evidenciadas
outras encefalopatias no vison ou em determinados animais
selvagens, tais como o veado e o alce.

Estas doencas sdo de evolucdo constantemente fatal e
ndo existe até a data nenhum tratamento eficaz.

Nas encefalopatias subagudas espongiformes
transmissivels, existe uma acumulacdo de uma proteina do
hospedeiro, a PrP (ou proteina do prido), sob uma forma
anormal (PrPres), principalmente no sistema nervoso
central; a PrPres copurifica com a infecciosidade e a sua
acumulacdo precede a aparig&o de lesdes histoldgicas. In
vitro é toéxica para a cultura de neurdnios.

Duas propriedades bioquimicas permitem habitualmente
distinguir a PrPres da PrP normal: a PrPres € parcialmente
resistente as proteases e & insoluvel nos agentes

fensiocactivos anidnicos.



Para poder detectar a PrPres presente numa amostra é
necessério submeter esta Ultima a diferentes operagdes para
enrigquecer a dita amostra em PrPres eliminando a PrP
normal, de manelra a que a PrPres possa ser de segulda

detectada por todo o método especifico apropriado sem

e falsos positivos devido a uma presenca de PrP

normal ou de cutros contaminantes, ou

¢ falsos negativos, devido a uma concentracdo
insuficiente de PrPres na amostra bioldgica
final.

Com este objectivo, foil proposto um determinado numero
de processos de isolamento e/ ou purificacdo da PrPres.
Eles encontram-se essenclalmente baseados no método
desenvolvido por Hilmert e Diringer (Nature, 1983, 306,
476-478) e compreendem, de maneira geral, uma extracg¢do por
um detergente, ultracentrifugacgdes diferenciais e um
tratamento por enzimas proteoliticas (Multhaup G. et al.,
EMBC J., 1985, 4, 6, 1495-1501; Takahashi K. et al.,
Microbiol. Imunol., 1986, 30, 2, 123-131; Hope J. et al.,
EMBC J., 1986, 5. 10, 2591-2597. Grathwohl KUD et al.,
Arch. Virol., 1996, 141, 1863-1874; Kascsak RJ et al.,
Immunol. Investig., 1997, 26, 259-268; R.E. Race et al., J.
Gen. Virol., 1992, 73, 3319-3323; Doi et al., J. Gen.
Virol., 1988, 69, 955-960; T. Muramoto et al., Am. J.
Pathol. 1993, 143, 5, 1470-1479; Farguhar C. F. et al.,
Gen. Vircl. 1994, 75, 495-504 e J. Gen. Virol., 1996, 77,
1941-1946). O documento Nature Medecine, vol. 3, n° 9,
1996, Chen et al., p. 1009-1015 descreve um método de
purificacdoc da PrPres compreendendo varios ciclos de
extracgdo com um detergente (sarkosil), seguido de uma

entrifugacdo diferencial, wuma ultracentrifugacdo, e um

(@]

tratamento por uma enzima proteolitica. O documento Cell,

vel., 86, 1996, Thuret et al., p. 565-576 descreve um método



de isolamento da PrPres que compreende uma extracc¢do por um
detergente e uma ultracentrifugacéo. Estes processos
possuem o inconveniente de comportar um nuimero importante
de etapas 1incluindoc varias ultracentrifugacgdes, que sdo
pesadas de realizar e acarretam perdas cumulativas de
PrPres, que conduzem a uma sensibilidade insuficiente para
obter wum limite de detecgdo e quantificacdo finos da
PrPres.

Estes diferentes métodos necessitam de um egquipamento
de laboratdrio de investigacdo e de tempos de operacdo que
nac sao compativels com uma utilizacdo no terreno, em
particular nos matadores.

Existe assim a necessidade de uma verificacido réapida
da auséncia, ou da presenca de uma encefalopatia subaguda
espongiforme transmissivel no momento do abate do animal.

Comc consequéncia o objectivo do inventor foi de
fornecer um processo de purificacdo de uma amostra
bioldgica com vista a sue utilizacgdo numa detecc¢do répida e
fidvel da PrPres, que seja suficientemente simples de
realizar para que possa ser utilizada no terreno, e em
particular nos matadores e que responde assim melhocr as
necessidades da pratica que os processos do estado da
técnica anterior.

Com efeito, o processo de acordo com a invencéo:

- & simples de realizar
- & fiavel
- & féacil de interpretar: aumenta o limite de

sensibilidade de deteccdo da PrPres, eliminando os
falsos positivos (PrP normal e outros

contaminantes)

e elimina os falsos negativos, uma vez que permite obter em

absoluto, wuma quantidade importante de PrPres, uma

O
~

val

vez que € possivel de tratar quantidades importantes de



material bioldégico com um rendimento de purificacéo
superior a 80%; este é particularmente interessante nos

atadores e fornece amostras nas quals a PrPres é

=

facilmente detectavel com os testes de diagndsticos usuais.
A presente invencgdo tem como objectivo um processo de
purificacdo da PrPres a partir de uma amostra bioldgica,
caracterizada por compreender essencialmente:
(1} incubacédc durante 30 segundos a 2 horas de preferéncia
durante 30 segundos a 10 minutos a uma temperatura inferior
a 80°C da dita amostra bioldgica com um tampdo A
compreendendo pelo menos um agente tensiocactivo, numa
quantidade compreendida entre um quartoc e quatro vezes, de
preferéncia entre um quarto e uma vez e meia, o peso de uma
amostra bicldgica e eventualmente incubacéao prévia,
posterior, ou simulténea com uma protease, para formar uma
suspensdo micelar ou lamelar S1 opalescente a turvaj;
qualguer agente tensicactivo ou mistura de agentes
tensiocactivos nas condigdes de temperatura e das
quantidades mencionadas anteriormente ndo solubiliza a
maioria da PrPres, que permanece em suspensdo, enquanto que
a PrP normal é solubilizada ou destruida, quando se
adiciona ©protease; a dita incubacdo é realizada de
preferéncia a uma temperatura inferior a 50°C na presenga
de uma quantidade de agente tensicactivo compreendido entre
um guarto e uma vez e mela o peso de uma amostra biocldgica;
de acordo com a invencdo, a protease pode de facto ser
adicionada antes da adici&oc de agente tensiocactivo, depois,
ou simultaneamente:
{2} a adicdo & dita suspensd&o micelar ou lamelar S1 obtida
em (1) de um tampdoc (B) numa guantidade apta a clarificar a
dita suspensdo (formacdo de uma microemulsdo ou duma
microsuspensédo por exemplo), cujo tampdo B é constituido
pocr um solvente ou por uma mistura de solventes gque néo

solubliliza a PrPres e apresenta uma constante dieléctrica



compreendida entre 10 e 25: obtém-se assim uma suspensdo S2

limpida a olho nu;

(3) a centrifugacao da suspensdo S2 obtida na etapa (2); a
dita centrifugacido é por exemplo efectuada durante 2 a 10
minutos a uma velocidade inferior a 20.000 g de preferéncia
a uma velocidade compreendida entre 3500 e 17500 g; a
PrPres encontra-se no sedimento de centrifugacéo com um
rendimento de purificagdo em PrPres, compreendendo de
maneira surpreendente, a gama entre 80 e 100%; de forma
vantajosa o tempo e a velocidade de centrifugacdo podem ser
adaptados para chegar ao mesmo resultado, a saber, a
obtencdc de um rendimento de purificacdo em PrPres
compreendido entre 80 e 100% e

(4) a solubilizacdo do dito sedimento num tampao C
compreendendo pelo menos um agente tensiocactivo, tal como
definido na etapa (1), a wuma concentracdo compreendida
entre 0,1% e 5%, de preferéncia compreendida 0,25% e 1%, em
relacdo ao volume de tampdo C (p/v) e/ ou pelo menos um
agente caotrdpico numa concentracdo compreendida entre 0,1
M e 8 M e a wuma temperatura compreendida entre a
temperatura ambiente e 100°C, de preferéncia igual, ou
superior a 80°C; em tals condigdes de temperatura, os
agentes tensiocactivos anteriormente mencionados, de
preferéncia os agentes tensioactivos 1dénicos, e/ ou o0s
agentes caotroépicos solubilizam a PrPres.

As ditas etapas (1) e (2) podem ser realizados
simultaneamente ou sucessivamente; de preferéncia elas sdo
realizadas sucessivamente.

Segundo uma concretizagdo preferida do dito processo,

guando a amostra bioldgica é um tecido ou um orgdo, esta

’

ma ¢é previamente a etapa (1), homogeneizada, por

{
[

Ul
exemplo por trituracéo mecanica num tampéo de
homogeneizacdo, constituideo por um tampdo neutro, tal como

agua, ou um tampdo isotdnico, tal como a glucose a 5%.



De acordo com outra concretizagdo vantajosa do dito
processo, a temperatura de realizagao da etapa (1)
encontra-se compreendida entre a temperatura ambiente e
50°C; ela é de preferéncia de 37°C.

De forma preferida o tampdo A compreende um agente
tensioactivo seleccionado no grupo constituido por:

- agentes tensiocactivos anidnicos, tals como SDS
(dodecilsulfato de sédio), sarcosil (lauroil
sarcosina) colato de sdédio, desoxicolato de sdédio,
taurocclato de sdédio.

- tensioactivos zwitter idnicos, tais como o SB 3-10
(decilsulfobetaina), 0 SB 3-12
(dodecilsulfobetaina), o SB 3-14, o SB 3-16
(hexadecil sulfobetaina), o CHAPS e o desoxiCHAPS.

- tensiocactivos nédo idnicos, tais como o Cl2ZES8
(dodecil octaetileno glicol), o Triton X100, o
Triton X114, o Tween 20, o Tween 80, o MEGA 9
(nonanoil metilglucamina), o octilglucosideo, o
LDAO (6xido de dodecil dimetilamina), ou o NP40 ou

- Misturas de tensiocactivos, tals como uma mistura de
um agente  tensicactivo idénico e uma agente
tensicactivo ndo idnico e em particular a mistura
SDS Tween 80 ou a mistura sarcosil-Triton X 100, ou
a mistura de dois agentes tensiocactivos idnicos,
tal comoc a mistura SDS-desoxicolato ou a mistura de
um agente tensiocactivo 1idénico e de um agente

tensiocactivo zwitteridnico.

De acordo com outra concretizacdo vantajosa do dito
processo, o tampdo B é seleccionado de preferéncia entre os
4lcoois C3—Cg e as misturas de &lcools, cuja constante
dieléctrica tedrica média se encontra compreendida entre 10
e 25. 0Os &lcools ou misturas de &alcoois Seguintes sao

particularmente preferidas: butanol-1, butanol-2, metil-2



propanol 1, isopropanol, isopropanocl + pentanol, etanol +
hexanol, butanol + pentanol, etc..

Entende-se por constante dieléctrica no sentido da
presente invencdo, a constante dieléctrica estética e,
medida em campos estdticos ou a freqguéncia relativamente
fraca; ela corresponde a razdo deslocamento eléctrico D/
forgca do campo eléctrico E. Quando um campo eléctrico &
aplicado a solugdo, a uma temperatura compreendida 293,15 e
298,15 K.

A constante dieléctrica dos liguidos, tal como
definida abaixo, é mais particularmente descrita no CRC
Handbook of Chemistry and Physics (Ed. David R. Lide 752
edicdo, 1994, CRC Press).

Para uma mistura de solventes entende-se por constante
dieléctrica tedbrica média, a média das constantes
dieléctricas de cada solvente, ponderada pela sua proporcao
na mistura.

A adigdo do tampdoc B na etapa (2) permite de maneira
surpreendente obter rendimentos de purificagdo superiores a
90%, com as condigdes de centrifugacdo a baixa velocidade:
ela permite mantendo um rendimento importante, diminuir de
maneira significativa a quantidade de sedimento final: de
maneira vantajosa, a guantidade de sedimento final é de
preferéncia inferior a 10% do peso da amostra bioldégica de
partida para permitir a sua utilizacdo eficaz no dmbito de
um doseamento imunoldgico, quando sé se adiciona tampdo A
encontramo-nos nas condicdes do estado da técnica anterior
que 1mpdem uma ultracentrifugacdo para obter rendimentos
suficientes em PrPres, tendo em vista uma detecgdo. Pode-se
verificar que se pode igualmente obter rendimentos de
purificacido superiores a 80% fazendo variar o tempo e a
velocidade de centrifugacédo: 2 a 10 minutos a uma
velocldade inferior a 20 000 g ou durante uma duracao

diminuida proporcionalmente ao aumento do numero de g.



De forma preferida a relacdo entre rendimento em
PrePres na fase sdélida/ quantidade de sedimento recuperado
depois da centrifugacao da suspensidc S2 é superior a 10,
guando a amostra de partida correspconde a 100 mg de
cérebro.

Igualmente de forma preferida, o tampdo C preparado na
etapa (4) compreende um agente caotrdpico gque €& em
particular seleccicnado no grupo constituido por ureia e
guanidina ou uma mistura destes: pode ser igualmente
utilizado, qualquer outro agente caotrdpico.

De preferéncia a ureia encontra-se a uma concentracdo
compreendida entre 0,25 e 8 M e a guanidina encontra-se
numa concentracgdo compreendida entre C,1 e & M.

Quando o tampdo C é uma mistura de pelo menos um
agente tensiocactivo e pelo menos um agente caotrdpico, ele
& seleccionado de maneira preferida no grupo constituido
pelas mistura seguintes: mistura de SDS e ureia, mistura de
sarcosil e wureia, mistura de desoxicolate e ureia ou
mistura de sarcosil e guanidina e ureia. De forma preferida
na mistura de SDS e ureia, o SDS encontra-se numa
concentracdo de 0,25—1% e a urela encontra-se a 0,25 a 6 M:
na mistura sarcosil e urela, © sarcosil encontra-se numa
concentracdo compreendida entre (0,25 e 1%, e a ureia
encontra-se numa concentragdc compreendida entre 0,25 e 8§
M; na mistura de sarcosil e guanidina o sarcosil encontra-
se numa concentracao compreendida entre 0,25 e 1%, e a
guanidina encontra-se numa concentrag¢do compreendida entre
0,5 € 3 M e na mistura sarcosil, guanidina e ureia, o
sarcosil encontra-se numa concentragdo compreendida entre
0,25 e 1%, a guanidina encontra-se numa concentracio
cempreendida entre 0,5 M - 3 M e a ureia encontra-se numa

ccencentragdo compreendida entre 2 e 6 M.



O tampdo de Laemmli (SDS a 4%. Tris-HCl 0,1 M pH 8,
sacarose a 5% e P-mercaptoetancl a 2%) pode igualmente ser
utilizado em particular para as transferéncias de Western.

E igualmente objecto da presente invencido um processo
de detecgdo da PrPres numa amostra bioldgica, caracterizada
por compreender:

- O tratamento da dita amostra, tal como definido

abaixo.

- A diluicgdo da amostra obtida se necesséario e

- A determinagdoc da PrPres, através de qualquer

método analitice adequado, tal como um método
imunoldgico (ELISA, transferéncia de Western),

produzindo um sinal especifico.

A etapa de diluigdo mencionada anteriormente permite
neutralizar o tampdo C, tendo em vista uma determinacdo da
PrPres por um método de ELISA; ela é por exemplo realizada
com um tampdo compreendendo a albumina, conduzindo a uma
concentracdo final em albumina compreendida entre 2 e 10%
(p/v), ou com um tamp&o a base de desoxicolato, a 1 %, por
exemplo.

Uma amostra bicldgica tratada desta manelra contém uma
concentracdo eficaz em PrPres, de maneira a que esta ultima
possa ser determinada directamente nesta amostra através de
gualqguer método analitico, em particular um método
imunclégico.

Numa variante, ¢é objectc da presente invencdaoc um
processo de purificag¢do da PrPres a partir de uma amostra
bioldgica, caracterizada por compreender essencialmente:

(1) incubac&oc durante 30 segundcs a 2  horas de
preferéncia durante 30 sequndos & 10 minutos a uma
temperatura inferior a B80°C da dita amostra
biolégica com um tampdoc A compreendendo pelo menocs

um agente tensioactivo, numa guantidade
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compreendida entre um quarto e quatro vezes, de
preferéncia entre um quarto e uma vez e mela, o
peso de uma amostra bioldgica e eventualmente
incubacdo prévia, posterior, ou simultdnea com uma
protease, para formar uma suspensdc micelar ou
lamelar S1 opalescente a turva;

de acordo com a invencdo a protease ¢ adicionada
mesmo antes da juncdo do agente tensiocactivo, seja
depois, seja simultaneamente:

a adicdo & dita suspensaoc micelar ou lamelar Sl
obtida em (1) de um tampdo (B) numa quantidade apta
a provocar uma separacgao de fases, cujo tampdo B é
constituldo por um solvente ou por uma mistura de
solventes que ndao solubiliza a PrPres e apresenta
uma constante dieléctrica compreendida entre 10 e
25:

a centrifugacdo da suspensdo obtida na etapa (2): a
dita centrifugacdo é por exemplo efectuada durante
2 a 10 minutos a uma velocidade inferior a 20.000 g
de preferéncia a uma velocidade compreendida entre
3500 e 17500 g; a PrPres encontra-se na interface:
a recuperacao do filme presente na interface;

o dito filme é novamente solubilizado com um tampdo
A sem protease.

A centrifugacdo da suspensdo obtida na etapa (5),
durante 2 a 10 minutos, a uma velccidade inferior a
20 000 g de preferéncia a uma velocidade
compreendida entre 3 500 e 17 500; a PrPres
encontra-se no sedimento de centrifugacdo com um
rendimento de purificacdo em PrPres, compreendido
de maneira surpreendente, entre 70 e 100%; de forma
vantajosa o tempo e a velocidade de centrifugacao

podem ser adaptados para chegar ao mesmo resultado,
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a saber, a obtengdo de um rendimento de purificacao
em PrPres compreendido entre 70 e 100% e

/) a solubilizagdo do dito sedimentc num tampdo C
compreendendo pelo menos um agente tensicactive,
tal como definido na etapa (1), a uma concentracio
compreendida entre 0,1% e 5%, de preferéncia
compreendida 0,25% e 1%, em relacdc ao volume de
tampdo C (p/v) e/ ou pelo menos um agente
caotrbépico numa concentracdo compreendida entre 0,1
M e 8 M e a uma temperatura compreendida entre a
temperatura ambiente e 100°C, de preferéncia igual,
ou  superior a go°cC; em tails condicgdes de
temperatura, os agentes tensiocactivos mencionados
anteriormente, de preferéncia 0s agentes
tensicactivos idénicos, e/ ou os agentes caotrépicos
solubilizam a PrPres.

As quantidade de tamp&o B a adicionar para obter uma
microemulsdo, uma microsuspensdo, ou uma Separacido de fase
sdo estabelecidas com o auxilio de uma gama de tampdo B
como 1ilustrado para o butanol-l, na figura 1: elas podem
variar em fung¢do do tempo A e dos constituintes
seleccionados para o tampao B.

Uma variante da etapa de solubilizacido (etapa (4) do
primeiro processo ou etapa (7) do segundo processc) no dito
tampdo C compreende o aguecimento a uma temperatura igual
ou superior a 80°C durante 10 minutos seguida de uma
centrifugacdo de preferéncia durante 2 a 10 minutos, a uma
velocidade inferior a 20 000 g, de preferéncia a uma
velocidade compreendida entre 3500 g e 17500 g; neste caso

PrPres é novamente solubilizada e encontra-se no

S8}

n

obrenadante: nestas condicdes obtém-se uma amostra
carticularmente bem adaptada a um doseamento da PrPres por

um método ELISA.
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E igualmente objecto da presente invencdo um kit de
tratamento de wuma amostra bioldégica, caracterizado por
compreender adiciconalmente um tampdc de homogeneizacdo da
dita amostra bioldgica, quantidades convenientes do tampédo
A, do tampédo B e do tampdc C, tais como as definidas
abaixo.

E igualmente objecto da presente invencao um kit de
deteccdo da PrPres, caracterizado por compreendex
guantidades convenientes do tampdo de homogeneizacdo da
amostra bioldgica na qual a PrPres deverd ser detectads,
quantidades convenientes de tampao A, tampdo B e tampdo C,
tal como definido abaixo, tal como pelc menos um anticorpo
anti-PrPres adeqguado.

Além das disposigbes precedentes a invengio compreende
ainda outras disposicgdes que decorrem da descricdo gue se
segue que se refere a exemplos da concretizacgdo do processo
objecto da presente invengdoc e também as figuras em anexo
nas quais:

- a figura 1 ilustra a influéncia da quantidade de
tampdaoc B (butanol) no rendimento da purificacio da
PrPres (em %) e a quantidade de sedimento obtida
apds a centrifugacgdo:

- a figura 2 ilustra a influéncia dos diferentes
tampbdes B sobre o rendimento da purificacdo da
PrPres (em %) e a guantidade de sedimento obtida
apds a centrifugacgéo;

- a figura 3 1illustre o papel da constante dieléctrica
tedrica média, tal como definida abaixo para
comparar as diferentes misturas de dlcoois
utilizadas como tampdo B;

- a figura 4 ilustra um exemplo de deteccdo da PrPres

por transferéncia de Western:



13

- a figura ilustra a sensipilidade e o rendimento do
teste ELISA para diferentes eluicdes de amostras
tratadas de acordo com a invengédo:

- a figura 6 ilustra um teste ELISA efectuado
directamente sobre ¢s homogeneizados, e

- a figura 7 ilustra uma comparacdo de diferentes
tampdes C.

De gualquer forma, deverd ser entendido que estes

exemplos sdo fornecidos unicamente a titulc de ilustracao
do objecto da invencdoc e sdo de maneira nenhuma limitantes

da invencéao.

Exemplo 1: Tratamento de uma amostra do cérebro de bovino
para o doseamento da PrPres no terreno: selecgcdo da
quantidade de tampdo B conveniente.

-Retira-se 500 mg de <cérebro de Dbovino: mdi-se e
homogeniza-se a 25% (p/v) numa solucdoc de glucose a 5%.
Para realizar a homogeneizacdo a amostra de cérebro (500
mg) e 1 ml de glucose sdo introduzidas nos tubos que
incluem esferas cerdmicas para agitagdo. Recupera-se o
sobrenadante (cerca de 1,5 ml); as esferas sdo lavadas em
suspensac com 500 pl de glucose e agitadas: recupera-se o
soprenadante obtido que é misturado com o© sobrenadante
anterior (2 ml).

- Incuba-se 400 pl de homogeneizado obtido como abaixo

ird:icado (equivalente a 100 mg de cérebro/ com 400 upl de
tampdo A compreendido por uma mistura de partes iguais de
25% (p/v) de SDS e 25% (v/v) de Tween 80 numa proporcio
1/1 (v/v), tal como a proteinase K (0,1 mg/ml de tampio A,
ou 0,4 mg/g de tecido durante 10 minutos (2 vezes 5 min) a
7°C (etapa (l)). Numa variante o tampdo A compreende
vantajosamente sarcosil a 10% e Triton X 100 a 10%: este
Gltimo tampao A, que ndo compreende SDS é mais vantajosc,

uma vez gque nao acarreta perturbacdes na deteccdo da PrPres
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por anticorpos especificos, através de um método do tipo
-Adiciona~-se 0 a 1000 ul de butancl (tampdo B) etapa (2)).
A figura 1 mostra o rendimento da purificacdo em PrPres

(%)

o3}

, quantificado por transferéncia de Western e
guantidade de sedimento (em mg) em fun¢dc da quantidade de
tamp&o B adicionada.

Esta figura mostra que entre 10 e 53%, a PrPres é mantida
em suspensdo e gue entre 30 e 50% de butanol, obtém-se um
rendimentce de purificac&o da ordem de 100% e um sedimento
inferior a 10 mg.

Centrifuga-se a 3800 g (4000 RPM, centrifugadora JOUAN)
durante 10 minutos (etapa (3)); elimina-se o sobrenadante e

dissolve-se o sedimento obtido que contém a PrPres com 80-
100 pl de um tampao C (etapa (4)) compreendendo:

¢ Seja do SDS a 0,5% e ureia a 0,5 M

e Seja do tampdo de Laemmli

¢ Seja de sarcosil a 0,5% e de ureia 6 M

Durante 5 minutos a 100°C.

Este tratamento permite a dissolucdo da PrPres: a
amostra estd pronta directamente a ser utilizada num
doseamento do  tipo imunolégico, tal como ELISA ou
transferéncia de Western.

Para realizar um ELISA o sedimento ¢é de preferéncia
dissolvido num tampdo C compreendendoc sarcosil (0,25-1%) e
ureia (0,25 -8 M) ou SDS (0,25 -1%) e ureia (0,25- 1 M); a
amostra obtida é de preferéncia diluida (para ¥ ou %), apds
aquecimento com um tampdo contendo albumina conducente a
uma concentracdo final em albumina compreendida entre 2 e
10% (p/v), ou com um tamp&do contendo desoxicolato a 1%.

Numa variante a amostra é diluida e aquecida a 100°C

durante 5 a 10 minutos, depols centrifugada durante 2 a 10
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minutos a uma velocidade inferior a 20000 g, de preferéncia
a uma velocidade compreendida entre 3500 e 17500 g; o
sobrenadante é diluidc entre % e ¥ com um tampdc ELISA.

No presente caso, a quantificacdo da PrPres &

0]

fectuada por transferéncia de Western, misturando vol /vol
com tampdo Laemmli: a amostra diluida é de seguida colocada
sobre gel para uma detecgdo por transferéncia de Western;
as quantidades de PrPres detectadas sdo reportadas a uma
gama linear de diluig¢des de PrPres purificada nas mesmas
condi¢des abaixo, a partir de um mesmo homogeneizado de
cérebro de vaca doente com ESB no estado terminal da doenca

(controlo positivo).

As amostras tratadas de acordo com © processo de
acordo com a invencgdo encontram-se desembaracadas do ruido
de fundo e permitem um doseamento fidvel, especifico e
gquantitativo da PrPres.

O processo de acordo com a invencgdo permite aumentar o
rendimento de purificacéo de PrPres de maneira
significativa:

e com efeito, gquando sé& se adiciona o tampdo A, o
rendimento em PrPres sé é da ordem de 40%; observa-se
entdo uma perda da ordem de 60% da PrPres, em
particular do facto da sua reparticdo entre a fase
s¢lida e a fase liquida; além disso o sedimento é
importante. Isto explica porque nos estado da técnica
anterior o¢s protocolos descritos utilizam o sarcosil
gue acarreta a obtenc¢do de sedimentos mais fracos, mas
gue impdem ultracentrifugacdes pesadas para possulrem

um rendimento suficilente.

@
ol

etapa (Z2) permite aumentar © rendimento em PrPres na

=h

ase sdélida: obtém-se um rendimentc da ordem de 80—

0

o

% na fase sbélida da suspensdo S2, diminuindo &

ot

guantidade de sedimento como indicado abaixo.
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Exemplo 2; Tratamento de uma amostra de cérebro de bovino
para o doseamento de PrPres no terreno: variante da etapa

(1) e da etapa (2).

- a etapa de homogeneizagdoc é idéntica acquela
descrita no exemplo 1.

- De seguida 1incuba-se os 2 ml de homogeneizado
obtidos a partir de 500 mg de cérebro de bovino com
2 ml de tampdc A nas mesmas condigdes que as
expostas ao exemplo 1 (etapa (1)).

- Adiciona-se 3 ml de tampdo B, nas mesmas condigdes
que as expostas no exemplo 1 {etapa (2)).

- A continuagao do processo é idéntica a do exemplo

1.

Exemplo 3: Tratamento de uma amostra de cérebro de bovino
para a doseamento de PrPres no terreno: variante da etapa

de homogeneizagdo

~Retira-se 250 mg de <cérebro de bovino: tritura-se e

homogeniza-se a 25% (p/v) numa solucdo de glucose a 5%.

Para efectuar a homogeneizacido a amostra de cérebro
(250 mg) e 750 pl de glucose s&o introduzidos nos tubos
compreendendo esferas em ceramica com agitacdo durante 40
segundos (aparelho RIBOLYSER-HYBAID) : retira-se 400 pl de

sobrenadante e depols procede-se como no exemplo 1.

Exemplo 4: Comparagdo de diferentes tampdes B em relagdo a
razdo rendimento de purificagdo em PrPres/ quantidade de
sedimento.

A amostra ¢é tratada nas mesmas condi¢des gue as
expostas no exemplo 1, com excepcdo da quantidade do tampao

B qgue é de 600 pl.
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A figura 2 1lustra as diferentes proporgdes obtidas
por transferéncia de Western com diferentes tampdes B:
pentanol, butanol, mistura isopropanocl + pentanol, mistura
etanol +hexancl, 1sopropanol e etanol; as misturas foram

efectuadas em vol/ vol.

Exemplo 5: comparagdo das constantes dieléctricas de
diferentes misturas e sua influéncia sobre o rendimento de

purificagdo em PrPres e a quantidade de sedimento.

O processo é realizado nas condigdes expostas no exemplo 4.
A figura 3 1ilustra os resultados obtidos: no caso onde o
tampdo B é uma mistura de &lcocois, o volume de cada &lcool
& calculado em funcdo da sua constante dieléctrica e da
constante dieléctrica tedrica da mistura desejada (por
exemplo 17) e reportar a 600 pl de volume total de &alcool.
Por exemplo, para a mistura hexano/ etanol obtém-se a

féormula seguinte:
13y + 25{(1-y)=17

y representa a percentagem de hexanol, sendo 13 a constante
dieléctrica do hexanol e sendo 25 a constante dieléctrica
do etanol.

Para uma constante dieléctrica tedrica média de 15 ou

menos, observa-se uma separacado de fase.
Exemplo 6: Detecgdo da PrPres por transferéncia de Western

*Protocolo:

1

1) incubacdc a 37°C, 2 wvezes 5 min de 400 mg de
homogeneizado de cérebro de vaca a 25% (peso/ volume) e
de 400 pl de tampdo A compreendendo 400 pl de uma

mistura em partes iguais (v/v) de SDS a 25% (p/v) e de
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Tween 80 a 25% (v/v) (50/50) e de proteinase K (PK) a
0,1 mg/ml de tampac A.

2) adiciona-se 600 pul de tampdo B (excluindo as amostras
das pistas 7 e 8:1000 pl de tampdo B), constituido por

butanol-1.

[98]

Centrifuga-se a 15000 RPM durante 5 min ( cerca de

17000 g) .

e

O sedimentc de centrifugacdo é colocado novamente em
100 pl tampdo de Laemmli contendo 4% de SDS e aquecido
a 100°C durante 5 min.

*Transferéncia de Western:

As mostras obtidas sdo wutilizadas para efectuar uma

&3

electroforese SDS-PAGE e transferidos para uma membrana de
nitrocelulose nas condigdes descritas por Towin et al.
(Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1979, 76, 4350-4354) ou por
C.I. Lasmézas et al. (J. Gen. Virol., 1996, mencionado
anteriormente) .

Antes de ser deposto sobre o gel de electroforese, as
amostras foram diluidas de 1/20 num controlo negativo
produzido nas mesmas condigdes que aquelas expostas no
exemplo 1, a partir de um homogeneizado de vaca saudavel,
devido & importdncia dos sinais (gel de poliacrilamida a
12% carregado com o eguivalente de 10 mg (10 pl) de
cérebro, correspondendo a 9,5 mg de cérebro de vaca

dédvel e 0,5 mg de cérebrec de vaca infectada).

wn
Qy
<

A imunodetecc&oc da PrPres fol realizada com o antisoro
JB007 (R. Demaimay et al., J. Virol, 1997. 71, 12, 9685-
9689) a 1/5000, e as Ig de cabra anti-coelho conjugadas a
peroxidase (1/2500). A imunoreactividade é revelada por
guimioluminescéncia (ECL, Amersham), quantificada E
visualizada sobre filmes autoradiogréaficcs, como ilustrado
na Figura 4.

A figura 4 ilustra os resultados obtidos e corresponde

a curva propanol/ hexanol da figura 3A.
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Nesta figqura as bandas 1 a 6 correspondem a amostras

o+

ratadas preparando como tampdo B diferentes misturas de

anol/ hexanol conduzindo a diferentes constantes

e}
Ind
O

ko)

[03

ieléctricas tedricas médias; as bandas 8 e 9 correspondem

a amostras bioldégicas submetidas a um procedimento de

g

reparacdo ccmo tampdc B, 1000 ul de butancl (ponto 53 % da

O

figura 1): observa-se neste caso que o conjunto da PrPres
encontra-se na interface: as bandas 9 e 10 correspondem a
amostras bioldgicas submetidas a um procedimento de
preparacao como tampdo B. 600 pl de butanol ({pontc 43% da
figura 1): observa-se gque neste caso gue o conjunto da
PrPres encontra-se no sedimento (pista 10), enquanto que
num controlo negativo tratada nas mesmas condigdes (pista

9), ndo se observa nenhum sinal.

Exemplo 7: Doseamento por ELISA da PrPres a partir de uma

amostra obtida de acordo com a invengédo.

Prepara-se uma amostra nas condic¢des seguintes:

- retira-se 400 mg de cérebro de bovino: tritura—se e
homogeniza-se a 20% numa sclucdo de glucose a 5%
(1,6 ml), nas mesmas condigdes que as expostas no
exemplo 1.

- Incuba-se a 37°C durante 10 min ( 2 vezes 5 min com
agitacao intermédia), 500 pnl de homogeneizado
obtido com 500 ul de tampdo A compreendendo

arcosil a 105 e triton X 100 a 10% assim como

9]
&3]

prcteinase K (80 pg/ml).

- adiciona-se 500 ul de tampdo B (butanol).

- Centrifuga-se a 15000 rpm com um rotor permitindo
obter 17608 g, durante 5 min: os mesmos resultados
sdo obtidos com um tempo de centrifugacdo de 4 min

a 20 627 g.
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- Elimina-se o sobrenadante e dissclve-se o sedimento
obtidec que contém a PrPres com 100 pl de tampdo C
compreendendo ureia 6 M e sarcosil 0,5% durante 5
min a 100°C.

- Centrifuga-se a 15000 rpm com um rotor permitindo
obter 17608 g, durante 5 min: sdo obtidos os mesmos
resultados com um tempo de centrifugacido de 4 min a
20627 g. O sobrenadante é diluido a 1/3 num tampéo

EIA {(tampdc fosfato com 0,5% de desoxicolato).

Para efectuar o ELISA a amostra obtida ¢é coclocado numa
razédo de 100 upul por pogo, em duplicadec sobre uma placa
coberta com um primeiro anticorpo antiPrP (8G8, ref.
raseman et al. Molecular Medicine 1996), e depois incuba-

se, lava-se e revela-se com um segundo anti-corpo anti-PrP

(12F10, ref.® Kraseman et al., 1996) acoplado a
acetilcolineesterase (ref?® Grassi et al., J. Immunocl
Methods. 1298). Incuba-se com ¢ substracto de acetilcolina

esterase e depols a leitura é feita a 415 nm, 1 min ou 30
min. depols adiclona-se substracto (reagente d’Ellmann).

Os resultados apresentados na figura 5 s3o relativos a
um homogeneizado a 20% (peso/ volume) de cérebro de vaca
censiderada clinicamente doente de ESB diluideo de 1/10,
1/100, 1/1000 ou 1/10000 num homogeneizado a 20% (peso:
volume) de um cérebro de vaca saudavel.

As amcstras sao depois tratadas nas condicdbes
descritas abaixo e testadas num teste EIA com anticorpo 8G8
para captura do anticorpo 12F10 como anticorpo de deteccio.

As amostras sdo testadas diluidas no tampdo de

depbsito EIA (diluidas a 1/3, depois de 3 em 3).

=

figura 5 1lustra os resultados obtidos (densidade

s}

ptica do sinal em funcao da diluicao final do
homogeneizado a saber diluicdo num homogeneizado negativo x

c¢iluicdo no tampdo EIA): a curva semi-logaritmica apresenta
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um aspecto sigmoide, observado classicamente em todos os
doseamentos dc tipo EIA. Além disso, é de salientar uma boa
sobreposigdo das curvas obtidas a partir de homogeneizados
a 1/10, 1/100 e 1/1000. Finalmente o nivel de sensibilidade
do teste permite detectar este cérebro positivo diluidec de
1/10000.

Na figura 6, um outro homogeneizado a 1/100 é testado
pela técnica de EIA seja apds tratamento como descrito
abaixo, com uma concentragdo de PK a 400 ng/mg), seja apds
tratamento dos homogeneizados directamente com diferentes
concerntracdes de PK. Verifica-se que o tratamento directo
dos homogeneizados com a PK sem purificacdoc d& sinais
elevados de controlos negativos para pequenas concentracdes
de PK (destruicdo incompleta de PrPc), ou sinais fracos
para as vacas positivas com concentracdes elevadas de PK.
Este exemplo sublinha o —caracter indispensédvel do
tratamento dos homogenelzados, tal «como foi descrito

anteriormente para obter uma detecc¢do correcta da PrPres.

Exemplo B: Comparagdo dos diferentes tampdes C.

O protocolo de tratamento da amostra utiliza o do
exemplo 7.

A figura 7 ilustra os resultados obtidos.

A guanidina parece trazer vantagens e a combinacdo
ureia- guanidina parece ser a mals interessante (sabendo

que a urela €& melhor tolerada pelo teste ELISA).

Lisboa, 2 de Novembro de 2006



Reivindicacgodes

1.Processo de purificagdo da proteina do pridoc sob uma
forma anormel (PrPres) a partir de uma amostra bioldgica,

caracterizado por compreender:

(1) incubacdo durante 30 segundos a 2 horas a uma
temperatura inferior a 80°C da dita amostra biocldgica com
um tampdo A compreendendo pelo menos um agente
tensiocactivo, numa quantidade compreendida entre um quarto
e quatro vezes o peso de uma amostra bioldgica para formar
uma suspensao Sl:

(2) a adicgdo a dita suspensdo Sl obtida em (1) de um tampéo
(B) numa quantidade apta a clarificar a dita suspensdoc por
formac&o de uma microemulsdo ou duma microsuspensdo, cujo
tampdo B & constituido por um solvente ou por uma mistura
de solventes que ndo solubiliza a PrPres e apresenta uma
constante dieléctrica ccompreendida entre 10 e 25;

(3) a centrifugagao da suspensdo 52 obtida na etapa (2); e
(4) a solubilizagdo do dito sedimento num tampdc C
compreendendo pelo menos um agente tensicactivo, do mesmo
tipo que o da etapa (1), a uma concentragdo compreendida
entre 0,1% e 5%, de preferéncia compreendida 0,25% e 1%, em
relacdo ao volume de tamp&o C (p/v) e/ ou pelo menos um
agente caotropico numa concentracdo compreendida entre 0,1
M e 8 M e a uma temperatura compreendida entre a
temperatura ambiente e 100°C, de preferéncia igual, ocu

superior a 80°C.

2. Processo de purificacao da proteina do prido sob uma
forma anormal (PrPres) a partir de uma amostra biocldgica,

caracterizada por compreender:



(1) incubacdoc durante 30 segundos a 2 horas a uma
temperatura inferior a 80°C da dita amostra bioldgica com
am tampac A compreendendo pelo menos um agente
tensiocactivo, numa quantidade compreendida entre um quarto
€ quatro vezes o peso de uma amostra bioldgica para formar
uma suspensdo Sl:

(2) a adicéo a dita suspensdo S1 obtida em (1) de um tampdo
(B) numa quantidade apta a formar uma separacdo de fase,
cujo tampé&c B €& constituldo por um solvente ou por uma
mistura de solventes que ndo solubiliza a PrPres e
apresenta uma cconstante dieléctrica compreendida entre 10 e
25;

(3} a centrifugacgdo da suspensé&oc obtida na etapa (2); (4) a
recuperacao do filme presente na interface;

(5) o dito filme ¢é novamente solubilizado com um tampdo A
sem protease.

(6) A centrifugacao da suspens&o obtida na etapa (5), e

(7) a solubilizagdo do dito sedimento num tampdo C
compreendendo pelo menos um agente tensiocactive, do mesmo
tipo como o da etapa (1), a uma concentragdo compreendida
entre 0,1% e 5%, de preferéncia compreendida 0,25% e 1%, em
relagcdo ao volume de tampdo C (p/v) e/ ou pelo menos um
agente caotrdpico numa concentracgdo compreendida entre 0,1
M e 8 M e a uma temperatura compreendida entre a
temperatura ambiente e 100°C, de preferéncia igual, ou

superior a 80°C,

3. Processo de acordo com a reivindicacdec 1 ou com a

reivindicacdo 2, caracterizado por gquandc a amostra
bicldgica &€ um tecido ou um orgdo esta € antes da etapa 1
homogenseizada num tampdc de homogeneizacdo seleccionado no

grupo constituido por tampdes neutros e tampdes isotdnicoes.



4. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicacgdes 1
a 3, caracterizado por a duragdo da incubacdo estar de

preferéncia compreendida entre 30 segundos a 10 minutos.

5. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 1
a 4, caracterizado por o tampd&o A ou o tampdc C compreender
um agente tensiocactive seleccionado no grupo constituido
por

- agentes tensioactivos anidnicos, tais como SDS
(dedecilsulfato de sédio), sarcosil (lauroil
sarcosina) colato de sdédio, desoxicolato de soédio,
taurocolato de sdédio,

- tensicactivos zwitter idnicos, tais como o SB 3-10
(decilsulfobetaina), o SB 3-12
(dodecilsulfobetaina), o} SB 3-14, e} SB 3-16
(hexadecil sulfobetaina), o CHAPS e o desoxiCHAPS.

- tensiocactivos ndo idbnicos, tais como o CLl2ES8
(dodecil octaetileno glicol), o Triton X100, o
Triton X114, o Tween 20, o Tween 80, o MEGA 9
(nonanoil metilglucamina), o octilglucosideo, o
LDAO (éxido de dodecil dimetilamina), ou o NP40 ou

- misturas de tensiocactivos, tals como uma mistura de
um agente tensicactivo 1dénico e de um agente
tensicactivo ndo idnico, uma mistura de dois
agentes tensioactivos idénicos, ou uma mistura de um
agente tensiocactivo iénico e um agente tensioactivo

zwitter idénico.

6. Processo de acordo com quaisquer uma das reivindicacdes
a 5, caracterizado por a temperatura da etapa (1) estar

compreendida entre a temperatura ambiente e 50°C, de

)

93

preferéncia a 37°C.



7. processo de acordo com qualquer uma das reivindicacgédes 1
a b5, caracterizado por na etapa (1) , a quantidade de
agente tensioactivo presente no tampao A estar de
preferéncia compreendida entre um gquarto e uma vez e meia o

peso da amostra bioldgica.

8. Processo de acordo com gualgquer uma das reivindicactes 1
a 7, caracterizado por na etapa (1) compreender a incubacdo
da amostra Dbioldégica com uma protease previamente,
posteriormente c¢cu simultaneamente a incubacdc da dita

amostra bioldgica com o tampédo A.

9. Processo de acordo com qualguer uma das reivindicacges 1
a 8, caracterizado por o tampdo B ser seleccionado no grupo
constituido por &lcoois em C3-C6 e por misturas de &lcoois,
cuja constante dieléctrica tedrica média estd compreendida

entre 10 e 25.

10. Processo de acordo com a reivindicacdo 9, caracterizado
por os alcools ou misturas dos alcoois seguintes serem
particularmente preferidos: butanol-1, butanol-2, metil -2-
propanol-1l, 1isopropanol, isopropanol + pentanol, etanol+

hexanol, butanol + pentanol.

11.Prccesso de acordo com qualquer uma das reivindicacodes 1
a 10, caracterizado por a centrifugacdo da etapa (3) e da
etapa (5) ser realizada durante 2 a 10 minutos a uma
velocidade inferior a 20 000 g, de preferéncia a uma

velocidade compreendida entre 3500 g e 17500 g.

e}

12. Processo de acordc com qualquer uma das reivindicacdes
1 a 11, caracterizado por o tampdo C compreender como

agente caotrdpico um agente que ¢é seleccionado no grupo



constituido por ureia e pela guanidina ou uma mistura

destes dois.

13. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicacdes
1 a 12, caracterizado por a etapa de solubilizacdo (etapa
4)) do processo de acordo com a reivindicag&o 1 ou etapa
{(7) do processo de acordo com a reivindicacdo 2) no dito
tampdo C compreendendo ¢ agquecimento a uma temperatura
igual ou superior a 80°C durante 5 a 10 minutos seguido de

uma centrifugacéo.

14. Processo de detecg¢doc da PrPres numa amostra bioldgica,

caracterizado por compreender:

- © tratamento da dita amostra de acordo com qualguer
uma das reivindicagdes 1 a 13, e
- deteccgdo da PrPres por gqualquer método analitico

apropriado.

15. Processo de acordo com a reivindicacéo 14,
caracterizado por compreender uma etapa de diluicdo da

amostra bioldégica.

16. Kit de tratamento de uma amostra bkioldgica tendo em
vista a purificac¢do da PrPres a partir da dita amostra,
caracterizado por compreender adicionalmente um tampéo
neutro numa quantidade que permite a homogeneizacdo da dita
amostra bioldgica:

-um  tampdo A gue compreende pelo menos um agente
tensloactivo numa quantidade compreendida entre um quarto e
quatro vezes o pesc da amostra bioldgica,

-um tampdc B constituido por um solvente, ou uma mistura de
solventes que ndo solubiliza a PrPres e apresenta uma

constante dieléctrica compreendida entre 10 e 25, numa



guantidade apta a clarificar uma suspensdo resultante da
incubacdo da amostra bioldgica no tampdo A;

- um tampao C compreendendo peloc menos um agente
tensiocactivo do mesmo tipo que aquele do tampdo A a
uma concentragdo compreendida entre 0,1% e 5%, de
preferéncia compreendida entre 0,25% e 1% em
relagcdo ao volume do tampdo C (p/v) e/ ou pelo
menos um agente caotrdpico a uma concentracdo
compreendida entre 0,1 M e 8M numa quantidade

suficiente para permitir a solubilizacdo da PrPres.

17. Kit de deteccdo da PrPres, caracterizado por
compreender:

- um tampao neutro numa quantidade gue permite a
homogeneizacdo da amostra bioldégica, na qual a
PrPres devera ser detectado.

- um tampac A compreendendo pelo menos um agente
tensioactivo numa quantidade compreendida entre um
guarto e gquatro vezes o peso da amostra bioldgica,

- um tampdo B constituido por um solvente ou por uma
mistura de solventes que naoc solubiliza a PrPres e
apresenta uma constante dieléctrica compreendida
entre 10 e 25, numa quantidade apta a clarificar
uma suspensdo resultante da incubacido da amostra
bioldgica no tampdo A;

- um tampdo C compreendendo pelo menos um agente
tensiocactivo do mesmo tipo que o do tamp&o A, a uma
concentracdo compreendida entre 0,1% e %, de
preferéncia compreendida entre 0,25% e 1% em
relacdo ao volume do tampdo C (p/v) e/ ou pelo
menos um agente caotrdpico a uma concentragéo
compreendida entre 0,1 M e 8 M, numa gquantidade

suficilente para permitir a solubilizacdc da PrPres.



- Pelo menos um anticorpe anti-PrPres que permite a

deteccdo de PrPres.

Lisboa, 2 de Novembro de 2006
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