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Descricao referente 3 patente de
invengao de PROTEUS MOLECULAR DE~-
SIGN LIMITED, britdnica, industri
al e comercial, com sede em 48
Stockport Road, Marple, Cheshire
SK6 6AB, Inglaterra, (inventores:
Robert Vincente Fishleigh e Barry
Robson, residentes na Inglaterra),
para "ANALOGOS DA HORMONA DE LI-
BERTACAO DE GONADOTROPINA PISCEA
E VACINAS E COMPOSICOES VETERINA-
RIAS QUE OS CONTEM E PROCESSO PA~
RA A SUA PREPARACAO".

DESCRICAO

A presente invengao refere-se a andlo-
gos prolongados da hormona de peixe referida como hormona de 1li
bertacdo da gonadotropina piscea (pGnRH) e por vezes chamada
hormona libertadora de hormona luteinizante piscea (pLHRH) . Em
particular, refere-se a analogos de pGnRH formados por adicdo i
extremidade C da sequéncia de acidos aminados da PGnRH nativa
de uma curta sequéncia de acidos aminados compreendendo um resi
duo de cisteina ou tirosina, de modo a que a conformacio em so-
lugdo ndo é substancialmente modificada, aos seus conjugados
com polipeptideos adequados para criar anticorpos anti-pGnRH e
a métodos para imunisar peixes.

A criacdo comercial de peixes & uma in-
distria em rdpido crescimento a nivel mundial. A Europa Ociden-

tal, a América do Norte e do Sul, o Canadi e as costas do Orien
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te sao todos grandes produtores de peixe, notavelmente de sal-
mao. Por exemplo, os E.U.A. produziram 185 000 toneladas de sal
mao em 1989, enquanto o seu mercado de bagre se aproximou des-
tes valores. A Noruega, por outro lado, o maior produtor de sal
mao do Atlantico na Europa Ocidental, produziram 120 000 tonela
das em 1989/90. Calcula-se que o mercado mundial de salmdo cres
cera a uma média de 7,5% cada ano até ao fim do século e envolveg
ra um volume de negdcios no valor de 2000 milhdes de libras es-
terlinas por ano. Prevé-se o desenvolvimento comercial da perca
e do rodovalho e, a longo prazo, do halibute e do bacalhau, en-
quanto presentemente a Europa € o maior produtor de goraz e de
perca, sendo a carpa produzida por aquacultura tanto na Europa
de Leste como na Africa.

Em aquacultura ha uma grande necessida-
de de controlar a maturacdo sexual dos peixes para prevenir o
seguinte: desvio do crescimento somdtico para as gonadas; perda
de qualidade da carne; e aparecimento de caracteristicas sexuais
secundarias comercialmente indesejaveis. Isto & particularmente
verdadeiro no caso dos salmonideos, onde a maturacao sexual dos
alevins de salmdo e dos salmBes jovens precoces (normalmente es
tadios imaturos de desenvolvimento) pode ter efeitos econdmicos
graves ao suspender o crescimento do salmio num tamanho nio co-
mercial, e obrigando a colheita dos salmbes jovens durante um
periodo curto, desta forma reduzindo o seu valor comercial. Adi
cionalmente, ha um desejo para inibir a fertilidade dos peixes
de criagdo se eles se extraviarem dos viveiros e contribuirem
para linhagens de genes naturais.

Existem problemas logisticos associados
a colheita dos peixes sexualmente maduros. Estes peixes nao po-
dem ser vendidos e invariavelmente uma certa percentagem de pei
xes tornam-se maduros antes dos outros, sendo que os machos tém
predominantemente a tendéncia para a maturacio precoce. A sepa-
ragdo dos peixes sexualmente maduros dos peixes imaturos & um
processo dispendioso e demorado. Uma vez comecada a maturacio
dos peixes, ela decorre mais ou menos ao mesmo tempo e ao mesmo
ritmo, o que torna a colheita uma tarefa extremamente dificil.
Segue-se que um método para controlar a maturacdo dos peixes

por fases seria claramente um beneficio.
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O peso ideal para se proceder a colhei-
ta do salmio, por exemplo, muitas vezes ndo & atingido devido a
maturagdo precoce, obrigando a uma colheita sub-6ptima dos pei-
xes. O controlo da maturagdo evitaria colheitas sub-Sptimas e
permitiria uma optimizacao completa do tamanho.

Até agora a forma mais eficaz para asse
gurar que a maturacdo sexual ndo ocorre era a criagdo de peixes
estéreis. Apesar de numerosas tentativas experimentais esta tec
nica ainda ndo foi conseguido para populacdes com dimorfismo se
xual.

Varios métodos tém sido usados para con
trolar a maturacdo sexual em peixes incluindo a castracio cirar
gica, triploidizacdo e controlo do sexo (das quais as duas ulti
mas sao técnicas genéticas). Foram feitas tentativas no passado
para castrar peixes cirurgicamente mas foram abandonadas devido
a grande despesa que implicavam e ao trauma que tais procedimen
tos provocam nos peixes.

A triploidia € um método que origina a
presenga de trés conjuntos de cromossomas num individuo, o que
induz a esterilidade nos peixes tripldides, tanto machos como
fémeas. No entanto, existem varias desvantagens associadas i
triploidia. Em primeiro lugar, & um processo dificil e demorado
que se arrasta durante um longo periodo. Os ovos para a triploi
dia tém de ser de alta qualidade para sobreviver aos tratamen-—
tos necessarios. Embora os peixes resultantes parecam ser intei
ramente vidveis, a taxa de sobrevivéncia inclui perdas de 15 a
20% em média, sendo o ritmo de crescimento dos peixes tripldoi-
des ligeiramente inferior aos dos peixes dipléides fora da épo-
ca da desova. Durante a preparacgdo para a desova existe uma
grande diferenca entre os triploides machos e fémeas, desenvol-
vendo os machos testiculos quase normais e todas as caracteris-
ticas sexuais secundirias associadas, enquanto os tripldides fé
meas ndo desenvolvem ovarios significativos e tém uma aparéncia
juvenil durante o tempo natural de desova.

A aplicacao com sucesso da triploidia
induzida requer a combinacdo desta com uma técnica exclusiva
das fémeas, que ndo é comercialmente econdmica. Sio também des-

vantagens associadas aos tripldides o facto de estes ndo cresce




rem bem em competigdo com dipldides no mesmo tanque, e as fémeas
triploides nao tendem a mostrar qualquer superioridade no cres-
cimento sobre fémeas dipldides em maturacdo.

Os peixes sao altamente dimorficos, is-
to &, podem mudar de macho paré fémea e vice-versa, e a mudanca
de sexo pode ser controlada. Um dos sexos & normalmente preferi
vel para propositos de criagdo, por exemplo do ponto de vista
da velocidade de crescimento. O rodovalho e a enguia sdo exem-
plos de peixes em que as fémeas crescem até tamanhos muito supe
riores aos dos machos. Nas espécies salmonideas os machos e as
fémeas juvenis crescem mais ou menos d mesma velocidade, mas os
machos desenvolvem mais tarde caracteristicas indesejaveis. Na
maturacao, os machos param de crescer, perdem a cor, tornam-se
agressivos e sdo de fraco valor, seja para fins de alimentacao
ou desportivos. Igualmente, os machos em maturacdo da truta ar-
co-iris de criacdo e das espécies de salmio do Atldntico, uma
vez colocados numa cultura de adgua do mar, ndo conseguem efec-
tuar os ajustamentos necessarios a agua salgada e morrem. Um mé
todo de mudanca de sexo para obter populacdes exclusivamente
compostas de fémeas pode ser aplicado, mas envolve a incorpora-
cdo de hormonas na alimentacdo dos peixes, tornando estes pei-
xes inadequados para comida. Outros métodos para controlar a
fertilidade dos peixes, tais como irradiacao, guimioesteriliza~-
cado e administracdo de hormonas, tém-se mostrado até agora pou-
CO seguros e economicamente desvantajosos ou inadequados para
uso em peixes destinados a mesa.

Métodos imunolégicos para controlar a
maturagdo sexual tém apresentado alguns sucessos em mamiferos.
No entanto, os estudos das respostas hormonais e imunologicas
de mamiferos ndo podem formar uma base firme para a investiga-
cdo da fisiologia piscea. Os peixes sfo animais de sangue frio
e 0 seu sistema imunitario varia sob diferentes condigdes. A
temperatura tem um efeito marcado nas respostas imunitarias nos
peixes, sendo que quanto mais alta é a temperatura dentro da ga
ma fisioldgica, mais alto & o nivel da resposta imunolégica.
Temperaturas fisiologicamente baixas retardam a taxa de produ-
¢do de anticorpos e podem inibir o estabelecimento da meméria

imunoldgica, onde os linfdcitos T parecem ser particularmente
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sensiveis.

Para além disso, o sistema imunitirio
dos peixes & influenciado por hormonas que podem variar sazonal
mente. Os niveis de hormonas sdo modificados pelo stress impli-
cado pelo manuseamento e transferéncia dos peixes, ou por fraca
qualidade da &gua, como no caso de um baixo contefido em oxigé-
nio. Durante a transformagdo fisioldgica do salmio que acompa-
nha naturalmente a sua primeira descida ao mar e a maturacio
sexual, dois periodos de profundas mudancas hormonais, os pei-
Xes sdo mais vulnerdveis ds doencas, devido a uma reducgio no na
mero de linfocitos.

Adicionalmente, os peixes apenas produ-
zem um tipo de moléculas de anticorpo, IgM, enquanto nos mamife
ros foram j& identificadas cinco classes principais de anticor-
pos.

Igualmente, o sistema enddcrino dos pei
xXes & substancialmente diferente do dos mamiferos. Por exemplo
& hormona libertadora da gonadotropina, que & produzida por sal
monideos, tais como o salmdo e a truta por exemplo, tem a se-
quéncia:

pGlu-His-Trp-Ser~Tyr-Gly-Trp-Leu-Pro-
~Gly-NH2 (Sherwood et al, 1983; "Characterisation of a teleost
GnRH", PNAS USA 80: 2794-2798) que difere nas posigOes 7 e 8
quando comparada com a LHRH de mamifero.

Descobrimos agora uma classe de analo-
gos de GnRH piscea que pode ser conjugada com uma molécula poxr-
tadora adequada e usada para imunizar peixes de tal forma que
os anticorpos surgidos contra o imunogénio reagem entre si com
alta afinidade .e neutralisam a GnRH enddgena.

De acordo com um aspecto da presente in
vencéo, & proporcionado um andlogo da GnRH piscea com a seguin-
te sequéncia de acidos aminados:

PGlu-His-Trp-Ser-Tyr-W-Trp-Leu-Arg-Pro-
-Gly=-X-Y-Z em que W representa Gly ou um acido aminado D,

X representa uma ligagdo, ou um ou mais
dcidos aminados que podem ser iguais ou diferentes,

Y representa Cys ou Tyr ou esta ausente,




Z esta ausente ou representa um ou mais
dcidos aminados que podem ser iguais ou diferentes ou uma ca-
deia peptidica continua ou descontinua, sendo a ou cada descon-
tinuidade uma porgdo ligante polifuncional de um acido aminado
nao X ou de um &cido aminado retro-inverso com a condicdo de
que quando W & Gly e X e Y estdo ausentes Z estd presente.

De preferéncia, o residuo na posicdo W
€ Gly, que é o residuo que ocorre naturalmente, e o residuo que
maior vantagem oferece na posigdo Y € Cys, porque proporciona
uma conjugagao mais especifica e conveniente com uma proteina
portadora que pode ser obtida com um Tyr C-terminal.

De preferéncia X representa um nimero
relativamente pequeno de residuos, por exemplo um a quinze, de
preferéncia, um a oito, de modo especialmente preferido um a
trés e de modo ainda mais especialmente preferido apenas um.
Apesar de poder estar presentes na posigdo X qualquer &cido ami
nado ou varios acidos aminados, Gly é o residuo de &cido amina-
do preferido. Naturalmente, outros acidos aminados, de preferén
cia com pequenas cadeias laterais tais como Ala, Ser, Asn e Val,
podem estar presentes na posicdo X e qualquer residuo de Acido
aminado nesta posicdo estd incluido dentro do dmbito da presen-
te invencado. Deve-se também notar que quando mais do que um re-
siduo estd incluido na posicdo X, os residuos podem ser iguais
ou diferentes, tal como por exemplo:
pGlu-His-Trp-Ser-Tyr-W-Trp~Leu-Arg-Pro~-Gly-Gly-Ala-Y-2Z.

Deve ficar claro que as pGnRH nas quais
nenhum residuo de &cido aminado ocorre na posigio X estdo in-
cluidas dentro do dmbito da presente invencio.

Em formas de concretizagao preferidas
da pGnRH de acordo com a presente invencdo, nio existe nenhum
residuo de acido aminado na posicdo Z e uma forma de concretiza
cdo particularmente preferida do analogo de acordo com a presen
te invencdo tem a seguinte sequéncia:
pGlu—His—Trp—Ser—Tyr—Gly—Trp-Leu-Arg-Pro—Gly-Gly—Cys.

No entanto, os nossos estudos mostraram
que a inclusdo de acidos aminados adicionais na posicdo Z ndo
vai ter de uma maneira geral efeitos significativos nas prefe-

réncias de conformacdo da parte restante da molécula. Se uma




tal extensdo em Z for incluida, ent3o em formas de concretiza-
cdo preferidas da presente invencdo, a extensdo ira incluir um
ou mais segmentos de sequéncia de proteina com a capacidade de
actuar como um epitopo de célula T. Por exemplo, segmentos de
sequéncia de &cidos aminados da férmula geral 1-2-3-4, em que 1
€ Gly ou um acido aminado carregado (por exemplo Lys, His, Arg,
Asp ou Glu), 2 é um acido aminado hidréfobo (por exemplo Ile,
Leu, Val, Met, Tyr, Phe, Trp, Ala), 3 pode ser ou um acido ami-
nado hidrofobo (conforme definido acima) ou um &cido aminado po
lar ndo carregado (por exemplo Asn, Ser, Thr, Pro, Gln, Gly) e
4 & um Acido aminado polar (por exemplo Lys, Arg, His, Glu, Asp,
Asn, Gln, Ser, Thr, Pro), parecem actuar como epitopos de célu-
las T pelo menos nalguns casos (Rothbard, J.B. & Taylor, W.R.
(1988) . Um padrdo de sequéncias em comum com os epitopos de cé-
lulas T. The EMBO Journal 7(1): 93-100). De modo semelhante os
segmentos podem apresentar a sequéncia 1'-2'-3'-4'-5', em que
1' & equivalente a 1 conforme definido anteriormente, 2' a 2,
3' e 4' a 3, e 5' a 4 (ibid). Ambas as formas estdo incluidas
numa forma geral conforme definido em baixo:
pPGlu-His-Trp-Ser-Tyr-W-Trp-Leu~Arg=-Pro-Gly-X=-Y=-S-T-S',

em que T denota um segmento da sequén-
cia peptidica contendo um ou mais epitopos de células T (de pre
feréncia menos do que cinco) que podem ser do tipo definido no
paragrafo anterior ou podem ser de outra estrutura e gue podem
ser separados por segmentos espacadores de qualquer comprimento
e qualquer composigdo, e S e S' (podendo qualquer dos quais ser
opcilonalmente e independentemente omitido) representam segmen-
tos espagadores de sequéncia de dcidos aminados de qualquer com
primento e qualquer composigdo. De preferdncia, S compreende me
nos do que cinco residuos de acidos aminados em comprimento e
compreende por exemplo residuos seleccionados de entre Gly, Ala,
Pro, Asn, Thr, Ser ou ligantes polifuncionais tais como Aacidos
aminados ndo «. S' & de prefer@ncia menos do que dez residuos
de acidos aminados e pode incluir ligantes polifuncionais tais
como acidos aminados ndo «. As porgdes de S' sdo de preferén-
cia retiradas do grupo definido anteriormente para S. £ possi-
vel que S' represente uma proteina completa, obviando deste mo-

do a necessidade de conjugacdo com uma proteina portadora.




Deve-se notar que quando Z esta ausente)
os epitopos de células T supramencionados podem ocorrer na posi
cao X.

Estdo também incluidos dentro do ambito
da presente invencao derivados do andlogo basico no qual % é ou
inclui um acido aminado "retro-inverso", por exemplo uma amina
bifuncional possuindo um grupo funcional correspondente a um
acido aminado. Por exemplo um andlogo de acordo com a presente

invencdo e contendo um acido aminado retro-inverso pode ter a
formula:

Al - N -

- A2

O—a—x

N
Pk
em que R é qualquer grupo funcional, de
preferéncia Gly, e Al e A2 sdo de preferéncia cada um uma codpia
de um dos analogos aqui definidos (mas ndo necessariamente
iguais) ligados pela sua extremidade C-terminal. Em formas de
concretizacdo particularmente preferidas, o Tyr ou Cys na posi-
cao Y em Al ou A2 devem ser substituidos por qualquer tipo de
dcido aminado que ndo seja o residuo na posigdo correspondente
da outra copia, ou alternativamente pode ser omitido. A conjuga
¢do deste dimero é assim efectuada através da cadeia lateral de
um ou de outro (e opcionalmente de ambos) dos residuos na posi-
cao Y. Alternativamente, Al e/ou A2 podem ser PGnRHEH natural e o
R do acido aminado retro-inverso pode ser Cys ou Tyr. Os epito-
pos da célula T podem opcionalmente ser incluidos no segmento Z

conforme discutido anteriormente.

Os anadlogos podem ter a férmula:

AL - B - A

1 2

em que B & um acido aminado retro-inverso e A e A, sdo iguais
ou diferentes e tém a sequéncia:
PGlu~-His-Trp-Ser-Tyr-W-Trp-Leu-Arg-Pro-Gly-X-Y-%"'

em que W, X e Y possuem os significados anteriormente definidos
e Z' possui o significado anteriormente definido para Z com a
excepcao de que ndo inclui um acido aminado retro-inverso.

A modificacao retro-inversa de peptideos
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envolve a inversao de uma ou mais ligagles peptidicas para criar
andlogos mais resistentes do que a molécula original 3 degrada-
¢do enzimdtica e proporciona uma via conveniente para a geracio
de imunogénios ramificados que contém uma alta concentracdo de
epitopos para um imunogénio de dimensdo média a grande. A utili
zagao destes compostos em sintese em solugdo em grande escala
de andlogos retro-inversos de peptideos biologicamente activos
de cadeia curta possui grandes potencialidades.

Outro aspecto da presente invengao pro-
porciona um processo para a preparacdo de um andalogo de GnRH
piscea com a seguinte sequéncia de acidos aminados:

pGlu-His-Trp-Ser-Tyr-W-Trp-Leu-Arg-Pro~
-Gly-X-Y-7%
em que W representa Gly ou um acido aminado D,

X representa uma ligagéo, ou um ou mais
dcidos aminados que podem ser iguais ou diferentes,

Y representa Cys ou Tyr ou estd ausente)

Z estd ausente ou representa um ou mais
acidos aminados que podem ser iguais ou diferentes ou uma cadeia
peptidica continua ou descontinua, sendo a ou cada descontinui-
dade uma porcdo ligante polifuncional de acido aminado nio % ou
um dcido aminado retro-inverso com a condigdo de que quando W &
Gly e X e Y estdo ausentes Z estd presente, compreendendo o pro
cesso as etapas de acoplamento dos residuos usando técnicas qui
micas, bioldgicas e/ou recombinantes conhecidas per se e isola-
mento do analogo.

Os analogos de acordo com a presente in
vengdo podem ser sintetizados por técnicas de sintese peptidica
correntes. Pode por exemplo ser usada a sintese peptidica em fa
se s6lida (SPFS) introduzida poi Merrifield em 1963 (J. Am.
Chem. Soc. 85, 2149). Neste método, liga-se de forma covalente
uma cadeia peptidica que se pretende prolongar através da sua
extremidade C a um suporte s6lido insoléivel. A sintese & levada
a cabo pela adicdo sucessiva de &cidos aminados na sequéncia de
sejada. Todas as etapas intermedidrias de purificacfo, que sdo
necessarias para a sintese na solucdo, sdo reduzidas neste caso

a simples lavagens, uma vez que a maior parte dos produtos secun




et al, J. Chem. Soc. Perkin Trans. 1983 L 65-73) e derivados de

ddrios de reac¢do e de degradacdo se encontram dissolvidos na
mistura de reac¢do. As vantagens da SPFS sdo a velocidade, a re
lativa facilidade de implementacdo e o facto de ser um método
que pode ser parcialmente ou completamente automatizado. E pos-
sivel produzir varias dezenas de gramas de peptideo usando SPFS)

A SPFS, de acordo com o seu desenvolvi=-
mento por Merrifield em 1963, pode ser brevemente descrita como
compreendendo quatro fases:

(A) Um primeiro &cido aminado protegido & ligado ao suporte sO
lido por uma ligacdo covalente que permanece estdvel ao longo
da sintese;

(B) Um grupo amina livre do residuo ligado & regenerado por
desprotecgdo sob condicBes nas quais os grupos protectores de
quaisquer grupos funcionais de cadeias laterais sdo estaveis;
(C) O seguinte acido aminado protegido & emparelhado com o pri
meiro por condensacao para dar origem & formagdo de uma ligacgdo
amida. Os passos B e C sdo repetidos até a sintese ficar comple
ta;

(D) No fim da sintese, o peptideo & libertado do suporte sdli-
do e todos os grupos protectores das cadeias laterais dosg dci-
dos aminados sdo removidas.

Tém sido descritas na literatura um ni-
mero consideravel de combinagles de grupos protectores de aci-
dos aminados. No entanto, actualmente, sb duas dessas combina-
¢bes sdo correntemente usadas. A primeira é a combinagio de
terc-butoxicarbonilo (Boc)/benzilo que foi usada por Merrifield
desde 1963 e que continua ainda a ser a mais geralmente utiliza
da. Mais recentemente, o sistema fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc)
/terc-butilo, desenvolvido por Sheppard et al, tem registado um
campo de aplicacdo cada vez mais vasto (Sheppard, R C, 1986.
Science Tools. The LKB Instrument Journal 33, 9). Exemplos adi-
cionais incluem o método de Fmoc-poliamida usando a resina de
fase s6lida desenvolvida por Arsady, R. et al (J. Chem. Soc.
Perkin Trans. 1981 1, 529-537), protecgao por fluorenilmetoxi-

carbonilo (Fmoc) dos acidos aminados incorporados (Atherton, E.

9-fluorenil-metoxicarbonilo (Fmoc) (ver, por exemplo, Atherton,
E et al (1985) J. Chem. Soc. Chem. Comm. 165).
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Também se consideram incluidas dentro
do ambito desta invencdo as moléculas de ADN e de ARN que codi-
ficam, atraveés do cddigo genético, para as sequéncias de quais-
quer dos analogos peptidicos aqui descritos. Moléculas semelhan
tes tém sido sintetizadas em sistemas idénticos e estio descri-
tas na literatura (ver por exemplo Pedido de Patente Europeia
Ne. 85307311.2).

Deve notar-se que os analogos que incor
poram derivados de acidos aminados retro-inversos ndo podem ser
preparados directamente usando um sistema como o referido. No
entanto, os andlogos basicos podem-no, e podem ser purificados
e quimicamente ligados aos acidos aminados retro-inversos usan-
do quimica orgdnica de peptideos padrdo. Um procedimento novo,
pratico e conveniente para a sintese em fase sélida em resina
do tipo poliamida de peptideos retro-inversos foi descrita re-
centemente [Gazerro, H., Pinori, M. & Verdini, A.S. (1990). Um
novo procedimento geral para a sintese de fase s6lida de pepti-
deos retro-inversos. In "Innovation and Perspectives in Solid
Phase Synthesis" Ed. Roger Epton. SPCC (UK) Ltd, Birmingham,
Reino Unido].

De preferéncia, o analogo & conjugado
com uma molécula portadora para proporcionar um conjugado do
anadlogo. Qualquer portador de pequenas moléculas ou macro-mole-
cular ou microorganismo pode ser usado, mas os seguintes sdo
preferidos entre os portadores convencionais: hemocianina de
Megathura crenulata (KLH), albumina de soro de bovino (BSA), ga

maglobulina de galinha (CGG), toxdide do tétano (TT), toxdide
da difteria (DPT), derivado de proteina purificada de tuberculi
na (PPD), dipeptideo de muramil (MDP), inibidor de tripsina de
soja (STI), e toxina da cdlera ou a sua subunidade B. Note-se
que a iniciagd@o com a vacina BCG pode ser vantajosa no caso da
PPD (Lachmann, P. et al., 1986. In "Synthetic Peptides as Anti-
gens", Ciba Foundation Symposium 119 pp. 25-40).

Sao particularmente preferidos como poxr
tadores para os andlogos de LHRH aquando da autoimunizacio dos
peixes os seguintes microorganismos ou seus antigénios macro-mo
leculares que sdo componentes das vacinas para peixes: Aeromonas

salmonicida (furunculose), Yersinia ruckeri (ERM) e uma mistura
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monicida: células inteiras mortas ou desintegradas (bacterinas),

de Vibrio anquillarium e Vibrio ordalii (vibriose).

Recentemente, foram ensaiados cinco ti=-
pos basicos de vacina para proteccdao contra a furunculose que é

causada pelas bactérias ndo mdéveis Gram-negativas Aeromonas sal-

produtos celulares extra (ECP) e tox4ides de ECP, células intei
ras mortas em combinacao com EPC, vacinas vivas atenuadas e an-
tigénios purificados. Para além disso, tém sido usados para pro
teccdo piscea soros hiperimunes, para certos antigénios, cria-
dos em peixes ou mamiferos. Igualmente, tem sido produzida uma
vacina com sucesso (ou bacteriana) contra a "redmouth" entérica

(ERM) causada pela bactéria mdovel gram-negativa Yersinia ruckeri

que compreende culturas bacterianas completas inactivadas por
formalina. As vacinas comerciais da vibriose correntes no hemis

fério norte contdm misturas das espécies mais comuns, V. anquil-

larium e V. ordalii. Estas vacinas sdo culturas inactivadas sim
ples contendo misturas de células inteiras e ECP.

Um aspecto adicional da presente inven=-
¢do proporciona uma vacina compreendendo um andlogo ou um conju
gado de um analogo da pGnRH, de acordo com a presente invencdo,
e um excipiente aceitavel do ponto de vista veterinirio.

Estas vacinas podem ser usadas para au-
toimunizar os peixes, e um aspecto adicional da presente inven-
¢do proporciona um método para inibir o desenvolvimento sexual
em peixes que compreende a administracdo de um andlogo ou um
conjugado de um analogo da pGnRH aos referidos peixes numa quan
tidade eficaz para produzir um teor de anticorpos anti-pGnRH su
ficiente para reduzir significativamente a eficicia bioldgica
da pGnRH endodgena.

A conjugacdo de andlogos contendo Cys
ou Tyr na posicao Y pode facilmente ser feita. usando reagentes
e procedimentos bem descritos na literatura. Por exemplo, a N-§
-maleimidobutiriloxissuccinimida (Calbiochem) pode ser usada pa
ra conjugar através de uma ligacdo de tioéter andlogos de GnRH
piscea contendo um residuo de Cys na posicdo Y a cadeias late-
rais de lisina da proteina portadora, enquanto uma ligacado de
diazo pode ser formada com N-(4-diazofenil)-maleimida para a

conjugagdo de andlogos contendo um residuo de Tyr na posigio Y.
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Os peptideos e os conjugados podem rapi
damente ser purificados até ao grau necessario usando métodos
bem conhecidos da técnica incluindo, por exemplo, cromatografia
ligquida de alta eficiéncia, electroforese em gel de dodecil-sul
fato de sodio-poliacrilamida e cromatografia liquida de rapido
desempenho. _

O conjugado portador de peptideos de
acordo com a presente invencao pode ser usado para o sequinte:~
1) Imunizar qualquer animal para desenvolver anticorpos anti-
-GnRH piscea para usos especificados em seguida;

2) Autoimunizar peixes contra a GnRH com o fim de:
= tornar mais lento, suspender ou inverter o desenvolvimen
to sexual
- controlar, limitar ou eliminar a fertilidade
- tratar tumores pisceos dependentes da GnRH
- empreender investigagOes fisioldgica/veterindrias pisce-
as;
3) Como agente de diagndstico para a presenca de anticorpos an
ti-GnRH piscea em, por exemplo, amostras de soro.

Fazem também parte da presente invencao
anticorpos anti-GnRH piscea desenvolvidos contra o anilogo. Po-
dem ser usados por exemplo:-

1) Como elementos de investigacdo para explorar a fisiologia/~-
imunologia piscea;
2) Como imunogénios para desenvolver anticorpos anti-ididtipo;
3) Para imunizacdo passiva com o fim de:
- alcangar retardamento, suspensdao ou regressao efémeros
no desenvolvimento sexual
- realizar um controlo efémero de fertilidade
- tratar tumores pisceos dependentes da GnRH
- interferir por outras formas com a actividade da GnRH
piscea

(A imunizacao passiva pode ser efectua-
da através de administragdo de anticorpos policlonais, monoclo-
nais ou de dominio simples criados em espécies de peixes ou de
mamiferos) e
4) Como agentes de diagndstico para a presenca de GnRH piscea

em, por exemplo, amostras de soro.
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E evidente que os anticorpos anti-idié-
tipo mencionados anteriormente em 2) sdo parte da presente in=-
vencao.

A preparacao de anticorpos policlonais
ou monoclonais, de formas quiméricas e piscizadas de tais anti-
corpos (ver, por exemplo, Morrison et al. (1984) PNAS (USA) 81,
6851-6855; Riechmann et al. (1988) Nature 332, 323-327) e de an
ticorpos de dominio simples (ver, por exemplo, Ward, E.S.,
Gussow, D., Griffiths, A.D., Jones, P. e Winter, G. (1989) Natu
re 341 544-546), que se ligam especificamente a um polipeptideo
sintético de acordo com a presente invencio, pode ser levada a
cabo por meios convencionais e, conforme referido anteriormente,
tais anticorpos sdo considerados como fazendo parte da presente
invencao.

No que respeita a deteccdo de anticor-
pos anti-GnRH piscea ou de GnRH piscea, o especialista na maté-
ria aperceber-se-a de uma variedade de técnicas de anadlise imu-
nolégica conhecidas da técnica, inter alia, analise de sandui-
che, andlises competitiva e ndo competitiva e o uso de marcacio
directa e indirecta. De preferéncia, um conjunto ("kit") para a
deteccdo de anticorpos anti-GnRH piscea compreenderd um anadlogo
ou um conjugado de um andlogo de acordo com a presente invencao,
meios para a marcacdo e um suporte sélido.

Existem varios métodos para a adminis-
tragdo de vacinas a peixes: por exemplo por injecgdo, por via
oral e por imersao.

A injeccao intraperitoneal & o método
mais eficaz de vacinacdo e adicionalmente permite o uso de adju
vantes que aumentam a magnitude da resposta imunoldgica. As des
vantagens sdo a necessidade de anestesiar e manusear os peixes,
O que causa stress e ocupa muita mao de obra. No entanto, usan-
do seringas repetidoras e uma linha de producdo em série, & pos
sivel injectar 1000 peixes por hora. No entanto, ndo pode ser
usado em peixes muito abaixo de 15 gq.

A vacinagdo oral é adequada para adminisg|
tragcdo em massa a peixes de todos os tamanhos e nio implica
stress devido ao manuseamento. No entanto, existem limitacoes

intrinsecas por serem necessarias grandes quantidades de vaci-
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nas, aumentando o custo e a incerteza quanto a dosagem indivi-
dual. As vacinas orais tém fraca poténcia o que tem como resul-
tado niveis de protec¢do baixos ou inconsistentes. Muito do tra
balho de administracdo oral tem sido levado a cabo com vacinas
para a vibriose.

A Imersao Directa (I.D.), que & a técni
ca preferida, & simples e rapida necessitando apenas de alguns
segundos de exposigdo & vacina. Este método estd agora automati
zado e foi desenvolvida uma modalidade de 'banho' ou 'jacto' pa
ra as vacinas da vibriose e EMR, e implica simplesmente verter
a vacina para tanques contentores. Apesar de este método consu-
mir maior quantidade de vacina e necessitar de uma exposicao
mais longa (cerca de uma hora), que implica oxigenagdo da agua
e uma vigilancia atenta dos peixes para evitar o stress, nao ne
cessita de tanta mdo de obra como a injeccgdo.

Pode ser vantajoso imunizar com uma mis
tura contendo (i) um determinado conjugado de um analogo com
mais do que um tipo de molécula portadora, e/ou (ii) mais do
que um tipo de conjugados de andlogos com a mesma molécula por-
tadora. Para além disso, qualquer dos andlogos peptidicos, os
seus conjugados ou respectivas misturas podem ser administrados
em qualquer adjuvante adequado ou sistema de administracdo, e
mais do que um adjuvante ou sistema de administracdo podem ser
combinados para formar uma denominada "super-mistura". Os adju-
vantes e sistemas de administracdo preferidos incluem hidréxido
de aluminio, microesferas, lipossomas, micélios, niossomas,
ISCOMS, lipoproteina de Brauns e células completas ou componen-
tes de vacinas de peixes microbianas.

A presente invencdo sera agora descrita
por meio de exemplos ndo restritivos.

EXEMPLO 1

Uma forma prolongada na extremidade car
boxi de pGnRH de acordo com a presente invencio é sintetizada
usando metodologias Fmoc de fase s6lida padrdo. O peptideo &
cindido a partir da resina na presenga de acido trifluoroacéti.

co e efectua-se a purificagdo subsequente por filtracdo de gel,
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cromatografia de permuta idnica e cromatografia liquida de alta
eficiéncia de fase inversa. O peptideo & conjugado com uma va-

riedade de portadores por MBS (éster de m-maleimida de benzoil-
-N-hidroxisuccinimida) .

Ja foi demonstrado que a gamaglobulina
de galinha (CGG) & um bom portador na truta arco-iris para ou-
tras vacinas e & usada neste exemplo. Usa-se igualmente PPD uma
vez que € um portador comprovado em estudos com mamiferos (ape-
sar de ser necessaria imunizacdo prévia com BCG).

O andlogo de pGnRH é acoplado com o por
tador numa razdo molar de peptideo:proteina de 30-40:1 e injec-
tam-se trés concentracbes diferentes intraperitonealmente na
truta arco-iris.

A resposta do anticorpo do soro resul-
tante € monitorizada semanalmente durante 10 semanas por andli-
se imunoldgica de enzimas (ELISA) usando Ig anti-truta monoclo-
nal conjugada com Peroxidase de Rabano Bastardo (HRP). Nalguns
testes neste exemplo sdo efectuadas preimunizagdes com portador
ou por meio de adjuvantes ou injecgdes de reforco com o fim de
determinar um protocolo Optimo para a producdo de anticorpos an
ti-pGnRH.

EXEMPLO 2

O protocolo Optimo determinado no Exem-
plo 1 é usado para imunizar um grupo de trutas arco-iris poten-
cialmente em maturacdo. A resposta do anticorpo é monitorizada
como no Exemplo 1 juntamente com monitorizacdo da velocidade de
crescimento e da producdo de esterdides sexuais (por exemplo
testosterona). No fim da experiéncia os peixes sdo mortos, as
gonadas removidas e pesadas para determinar o indice gonadosso-
matico (GSI). As gdnadas sdo entdo fixadas para posterior estu-
do histoldgico por microscopia Sptica. Os peixes imunizados
apresentam um GSI significativamente melhor que o de peixes de
controlo nao tratados.
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Métodos

EXEMPLO 3

Imunizacdo da truta arco-iris em matura
cao com o andlogo prolongado da hormona dos salmonideos liberta

dora da gonadotropina acoplado com derivado de proteina purifi=-
cado da tuberculina (sGnRHa-PPD).

a) Conjugagao de sGnRH-Gly-Cys com PPD

Dialisou-se de um dia para o outro PPD
de tuberculina (1,008 mg/ml + conservante de fenol, Evans Limi-
ted) em condutas de celulose benziolada contra NaCl a 0,9% a
temperatura de 122C para remover o fenol. O PPD foi entdo con-
centrado a 4,032 mg/ml com polietileno-glicol (PG 20000) duran-
te 1,5 horas. A solugdo de PPD (2,5 ml contendo 10,08 mg de PPD)
foi misturada durante 1 hora a temperatura ambiente com 1,08 mg
de N- -maleimidobutiriloxissuccinimida (GMBS) em 5,04 ul de di-
metil-formamida (DMF) e em seguida foi aplicada a uma coluna de
Sephadex G-25M PD-10 e foi eluida com 3,5 ml de Tampao A
(NaH2P04 0,05 M, NaCl 0,14 M, pH 7,0). Adicionados ao PPD gota
a gota 4,687 ml de sGnRH-Gly-Cys 3 mg/ml dissolvida em dgua des
tilada e em seguida Tampdo A (isto & 14,0616 mg de sGnRH-Gly-
-Cys). A solugdo foi misturada durante 2 horas a temperatura am
biente sob nitrogénio e determinou-se de forma continua o con-
tetido em tiol livre. O conjugado foi dialisado de um dia para o
outro contra agua destilada em condutas de celulose benziolada

a 129C e em seguida armazenou-se a -202C até ser necessario.

b) Analise de Tiol Livre

O contelido em tiol livre do conjugado £qi
determinado usando o reagente 5,5'-ditiobis-(4cido 2-nitroben-
zdico) (DTNB) e padrdes de glutatido reduzido. Usou-se uma ver-
sdo reduzida da andlise de Ellman em placa de micro-titulacio,
na qual se adicionaram 2 ul de DTNB 10 mM e 250 ul de PBS (pHS8)
a 50 ul da amostra e se determinou a absorgdo a 405 nm apds 10
minutos.
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c) Truta arco-iris e regime de imunizacgdo

Cento e trinta trutas arco-iris em matu
racao (comprimento = 30 cm) foram marcadas individualmente usan
do varias combinag¢des de marcas de congelacdo. Anotou-se o com-
primento e o peso de cada peixe e colheu-se uma amostra de san-
gue de 600 ul para determinar niveis de anticorpo de soro de
preimunizagao. Para além disso, analisaram-se os niveis de este
roide do soro para determinar o sexo do peixe. Os peixes foram
divididos em dois grupos e receberam sGnRH-Gly-Cys~PPD ou sali=-
na administrada intraperitonealmente em Adjuvante Completo de
Freund (FCA). Os grupos tratados e de controlo foram divididos
em machos e fémeas. Os machos foram mantidos 3 luz e temperatu-
ra ambientes. As fémeas foram ainda subdivididas em dois gruposs
um 4 luz e temperatura ambientes (com variacSes mas a 149C ou
abaixo desta temperatura) e o outro 3 luz ambiente e a 140C. Os
peixes no Gltimo grupo foram usados para avaliar o efeito da
temperatura nos titulos do anticorpo anti-sGnRH-Gly-Cys e quais
quer diferencas resultantes na maturacdo dos peixes. Ao longo
da experiéncia, em quatro intervalos semanais, pesaram-se, medi
ram-se e sangraram-se os peixes marcados individualmente. Os so
ros foram analisados para determinagdo do anticorpo Anti-sGnRH-
~Gly-Cys por ELISA (usando sGnRH-Gly-Cys-BSA) e das hormonas es
terdides 17—@—estradiol e/ou ll-cetotestosterona por RIA.

d) Analise de esterdides

Determinaram~se as concentracoes de 17-
—@—estradiol (E2) e de ll-cetotestosterona (11-CT) em soros de
peixes em maturacdo por analises radioimunoldgicas. Nesta anali
se um esterdide marcado por isdtopos radioactivos liga-se a uma
quantidade limitada de anticorpo especifico do esterbide, e es-

ta interaccao & parcialmente inibida pela adicdo de esterdide
ndo marcado.

e) Optimizagdo de analise por ELISA para determinacdo de anti-
~SGnRH=-Gly~-Cys
Conjugou-se GnRH-Gly-Cys de salmonideo
com Albumina de Soro de Bovino (BSA) para uso em andlise por

ELISA. Combinaram-se 10 mg de BSA em 0,5 ml de Tampao A mais 1
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mg de GMBS em 5 ul de DMF e em seguida conjugaram-se com 6,246
mg de sGnRH-Gly-Cys. Anadlises de ELISA em tabuleiro de xadrez
permitiram a escolha de uma concentracgdo de revestimento de
SGnRH-Gly-Cys-BSA adequada para a ELISA para a determinacio de
anti-sGnRH-Gly-Cys na experiéncia de maturacgao.

Resultados

i) Titulos dos anticorpos anti-sGnRH-Gly-Cys

Os titulos dos anticorpos anti=-sGnRH-
-Gly-Cys 8 semanas apOs a imunizacdo com sGnRH-Gly-Cys-PPD (20
ug de sGnRH-Gly-Cys/peixe, i.p. em FCA) aumentaram em relacio
ao grupo de controlo conforme € evidenciado no Quadro 1 (machos
e fémeas).

Quadro 1: Titulos médios dos anticorpos anti-sGnRH-Gly-Cys

(log, + EP)
4 semanas apds 8 semanas apos
a imunizacgao a imunizacgao
Grupo de sGnRH~Gly-
-Cys-PPD, n = 65 1,42 + 0,17 4,33 + 0,37
Grupo de controlo,
n = 65 1,03 + 0,02 1,20 + 0,08

ii) Niveis de soro de 17-@-estradiol durante a maturacao da
truta arco-iris: efeito da imunizacdo com sGnRH~Gly-Cys-PPD
Os niveis de soro de 17-f~estradiol con
tinuaram a aumentar na truta fémea em maturagdo a mesma veloci-
dade no grupo tratado e no grupo de controlo até 4 semanas apds
a imunizacdo, conforme & mostrado no Quadro 2. 8 semanas apos a.
imunizacdo, o nivel de 17—@—estradiol no grupo de controlo conti
nuava a aumentar a mesma velocidade. No entanto, o grupo de fé-
meas em maturagdo com sGnRH-Gly-Cys-PPD tinha niveis de 171§—e§
tradiol significativamente mais baixos do que as fémeas em matu

ragao de controlo (p <0,05:teste t) 8 semanas apds a imunizagdo
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Quadro 2: Niveis médios de soro de 17-f-estradiol (ng/ml + EP)
durante a maturagao da truta arco-iris e efeito da

imunizacdo com sGnRHa-PPD

Antes da 4 semanas apos | 8 semanas apds
imunizacao a imunizacgao a imunizacao
grupo de
tratado 7,35 + 0,77 16,85 + 1,57 21,04 + 2,29
n = 26 n = 23 n = 23
GRupo de 5,85+ 0,39 | 16,36 + 1,33 | 28,38 + 2,61
controlo n =23 n = 21 n =18

iii) Correlagao entre os titulos dos anticorpos e os niveis de
esterodides.

Torna-se evidente que o incremento nos
titulos dos anticorpos apds a imunizacdo com SGnRH-Gly=-Cys=PPD
tem uma correlagdo com um incremento significativamente mais re
duzido nos niveis no soro de 17-pB-estradiol em trutas arco-iris
em maturacao. Os dados mostram que o PGnREH~Gly-Cys-PPD possui
uma actividade retardadora do comeco da maturidade sexual na

truta arco-iris fémea.
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REIVINDICACOES S

- la -

Analogo de GnRH (hormona de libertagio
de gonadotropina piscea) caracterizado por possuir a sequéncia
de acidos aminados:

pGlu-His-Trp-Ser-Tyr-W-Trp-Leu-Arg-Pro-Gly-X-Y-3%
em que W representa Gly ou um acido aminado D,

X representa uma ligagdo ou um ou varios &cidos amina
dos que podem ser iguais ou diferentes,

Y representa Cys ou Tyr ou estd ausente, e

Z esta ausente ou representa um ou varios acidos ami-
nados que podem ser iguais ou diferentes ou uma cadeia peptidi-
ca continua ou descontinua, sendo a descontinuidade ou cada des
continuidade uma fracgdo ligante polifuncional ndo formada por
&cidos aminados « ou um adcido aminado retro-inverso com a con-

digdo de que quando W e Gly e X e Y estdo ausentes % esta presen
te.

- 2a -

Analogo de acordo com a reivindicacgdo
1, caracterizado por W ser Gly.

- 33 =

Analogo de acordo com qualquer das rei-
vindicacbes 1 ou 2, caracterizado por Y ser Cys.

- 4a -

Analogo de acordo com qualquer das rei-
vindicagdes anteriores, caracterizado por X ser um ou Varios re
siduos de glicina.
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Andlogo de acordo com qualquer das rei-
vindicagGes 1 a 3, caracterizado por X ou Y conterem pelo menos

um epitopo de uma célula T.
- 6a -

Analogo de acordo com qualquer das rei-
vindicagOes anteriores, caracterizado por Z conter um acido ami
nado retro-inverso.

Analogo de acordo com a reivindicacgdo
6, caracterizado por ter a formula:

<2, - B -4,

em que B & um dcido aminado retro-inverso e A; e A, sdo iguais

ou diferentes e possuem a sequéncia:
pGlu-His-Trp-Ser-Tyr-W-Trp-Leu~Arg=-Pro~-Gly-X-Y-7"

em que W, X e Y possuem os significados anteriormente definidos

na reivindicacdo 1 e Z' possui o significado anteriormente defi

nido para Z na reivindicagdo 1 excepto em que ndo inclui um aci

do aminado retro-inverso.

- 8a -

Analogo de acordo com a reivindicacdo
1, caracterizado por ter a sequéncia:

pGlu-His-Trp—Ser—Tyr—Gly—Trp-Leu-Arg—Pro-Gly—Gly—Cys.

- 92 -

Analogo de acordo com qualquer das rei-
vindicagdes anteriores, caracterizado por estar conjugado com
uma molécula de suporte.
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Vacina caracterizada por conter um ana-
logo de acordo com qualquer das reivindicacdes 1 a 8 ou um ana-
logo conjugado de acordo com a reivindicacdo 9 em conjunto com

um excipiente veterinério aceitavel.
- 118 -

Conjunto (kit) para a deteccdo de anti-
corpos anti-GnRH piscea numa amostra caracterizado por conter
um anjlogo de acordo com qualquer das reivindicacdes 1 a 8 ou
um anadlogo conjugado de acordo com a reivindicacdo 9, meios de

rotulagem e um suporte solido.
- 122 -

Utilizacao de um andlogo de acordo com
qualquer das reivindicagdes 1 a 9 para a preparacio de um medi-
camento para retardar, fazer parar ou fazer regredir o desenvol
vimento sexual em peixes ou para controlar a fertilidade de pei

Xes.
- 1332 =~

Processo para a preparagdao de um anidlo-

go de GnRH piscea que possui a sequéncia de acidos aminados:

pGlu-His-Trp-Ser-Tyr-W-Trp-Leu-Arg-Pro-Gly~X-Y-7
em que W representa Gly ou um acido aminado D,

X representa uma ligacdo ou um ou varios acidos aminados
que podem ser iguais ou diferentes,

Y representa Cys ou Tyr ou esta ausente, e

Z estd ausente ou representa um ou varios Acidos amina-
dos que podem ser iguais ou diferentes ou uma cadeia peptidica
continua ou descontinua, sendo a descontinuidade ou cada descon
tinuidade uma fracgdo ligante polifuncional ndo formada por aci-
dos aminados & ou um &cido aminado retro-inverso com a condicao

de que quando W & Gly e X e Y estdo ausentes % estd presente,
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caracterizado por compreender as fases de acoplar os residuos
usando técnicas quimicas, biologicas e/ou recombinantes conheci

das em si e isolar o analogo.
- 142 -~

ADN que codifica para um andlogo de
acordo com qualquer das reivindicacdoes 1 a 5 ou com a reivindi-

cagao 8, caracterizado por o andlogo ser uma cadeia peptidica

continua.
_15§_

Anticorpo ou um fragmento de ligacgdo de
um antigénio caracterizado por se ligar de modo especifico a um

andlogo de acordo com qualquer das reivindicacSes 1 a 8.
- 162 -

Conjunto (kit) para a deteccdo de GnRH
piscea numa amostra caracterizado por conter um anticorpo ou um
fragmento de ligacao de um antigénio de acordo com a reivindica

cao 15, meios de rotulagem e um suporte sélido.
_]_7§_

Utilizacdo de um anticorpo ou de um
fragmento de ligacdo de um antigénio de acordo com a reivindica
cao 15 para a preparagdo de um medicamento para retardar, fazer
parar ou fazer regredir o desenvolvimento sexual em peixes ou
para controlar a fertilidade de peixes.

- 182 -

Processo para a preparacao de um anti-
corpo ou de um fragmento de ligacao de um antigénio de acordo
com a reivindicagdo 15, caracterizado por compreender a imuniza

¢do de um animal com um andlogo de acordo com qualquer das rei-
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vindicagGes 1 a 8 ou um andlogo conjugado de acordo com a rei-
vindicacao 9 e o isolamento do anticorpo formado ou das células
que produzem o anticorpo.

- 198 -

Anticorpos anti-idiotipo caracterizado
por serem especificos em relagdo a um anticorpo ou a um fragmen

to de ligacao de um antigénio de acordo com a reivindicagio 15.
- 208 -

Processo para a imunizacao de um peixe
em relagdo a GnRH piscea a fim de retardar, fazer parar ou fa-
zer regredir o desenvolvimento sexual, ou controlar, limitar ou
eliminar a fertilidade caracterizado por compreender a fase de
administrar ao peixe uma quantidade eficaz de um analogo de
acordo com qualquer das reivindicagdes 1 a 8 ou um andlogo con-
jugado de acordo com a reivindicacdo 9 ou um anticorpo ou um

fragmento de ligagao de um antigénio de acordo com a reivindica
gao 15.

- 21la -

Processo de acordo com a reivindicacao
20, caracterizado por se imergir o peixe em Agua que contem um
andlogo de acordo com qualquer das reivindicacdes 1 a 8 ou um
analogo conjugado de acordo com a reivindicacdo 9 ou um anticor

po ou um fragmento de ligagdo de um antigénio de acordo com a
reivindicagao 15.

- 228 -

Processo de acordo com a reivindicacao
20, caracterizado por se administrar oralmente um andlogo de
acordo com qualquer das reivindicagbes 1 a 8 ou um andlogo con-
jugado de acordo com a reivindicacdo 9 ou um anticorpo ou um

fragmento de ligagdo de um antigénio de acordo com a reivindica
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cao 15.

A requerente reivindica a prioridade do

pedido britdnico apresentado em 9 de Janeiro de 1991, sob o Ne.

9100468-9.

A EIRCTARTR SR RTOT - T Ty s A TR T

Lisboa, 8 de Janeiro de 1992.
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RESUMO

"ANALOGOS DA HORMONA DE LIBERTACAO DE GONADOTROPINA PISCEA E
VACINAS E COMPOSICOES VETERINARIAS QUE OS CONTEM E PROCESSO
PARA A SUA PREPARACAO"

A invencao refere-se a analogos de GnRH
(hormona de libertagdo de gonadotropina) piscea caracterizados
por possuirem a sequéncia de acidos aminados:
pGlu-His-Trp-Ser-Tyr-W-Trp-Leu-Arg-Pro-Gly=-X-Y-7
em que W representa Gly ou um acido aminado D,
X representa uma ligacdo ou um ou varios acidos aminados
que podem ser iguais ou diferentes,
Y representa Cys ou Tyr ou estd ausente, e
Z estd ausente ou representa um ou varios acidos aminados
que podem ser iguais ou diferentes ou uma cadeia peptidica con-
tinua ou descontinua, sendo a descontinuidade ou cada desconti-
nuidade uma fracgdo ligante polifuncional ndo formada por aci-
dos aminados ou um acido aminado retro-inverso com a condi-
cdo de que quando W e Gly e X e Y estdo ausentes Z estd presen-
te, bem como ao processo para a sua preparacgao.
O analogo pode ser conjugado com um su-
porte e usado, por exemplo, a fim de retardar a ocorréncia da
maturacao sexual e promover o crescimento.
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