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RESUMO

“Composigdes e métodos relacionados com variantes
da proteina A (SPA)”

Sdo divulgados métodos e composicgdes para tratar ou
prevenir uma infecdo bacteriana por estafilococos, utilizando

uma variante da proteina A (SpA) ndo toxigénica.
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DESCRICAO

“Composigdes e métodos relacionados com variantes
da proteina A (SPA)”

ANTECEDENTES DO INVENTO

I. CAMPO DO INVENTO

O presente invento refere-se, de uma forma geral, aos
campos da imunologia, da microbiologia e da patologia. Mais
particularmente, refere-se a métodos e composicdes envolvendo
variantes da proteina A bacteriana, que podem ser usados para
ativar uma resposta imune contra as bactérias.

II. ANTECEDENTES

O nUmero de infec¢des adquiridas tanto na comunidade como
nos hospitais aumentou em anos recentes com o uso acrescido de
dispositivos intravasculares. As infecdes adgquiridas nos
hospitais (nosocomiais) sé&do uma causa importante de morbidade
e mortalidade, mais particularmente nos Estados Unidos, onde
afetam mais de 2 milhdes de doentes anualmente. As infecdes
mais frequentes sdo as infeg¢des do trato urinario (33% das
infecdes), seguidas da pneumonia (15,5%), das infecdes no local
cirtirgico (14,8%) e das infec¢des primdrias da corrente

sanguinea (13%) (Emorl and Gaynes, 1993).

Os principais organismos patogénicos nosocomiais incluem
Staphylococcus aureus, os estafilococos coagulase-negativos
(principalmente Staphylococcus epidermidis), as espécies de
enterococos, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa. Embora
estes organismos patogénicos causem aproximadamente o mesmo
numero de infec¢des, a gravidade das perturbacdes que podem
produzir combinada com a frequéncia de isolados resistentes
aos antibidéticos faz pender esta classificacdo na direcdo de
S. aureus e S. epidermidis como sendo 0Ss organismos patogénicos
nosocomiais mais significativos.

Os estafilococos podem causar uma dJgrande variedade de
doencas nos seres humanos e noutros animais, quer através da

producéo de toxinas quer por invaséo. As toxinas



EP 2 414 387/PT

estafilocédcicas também sdo uma causa comum de intoxicacédo
alimentar, uma vez que as bactérias podem crescer em alimentos
inadequadamente armazenados.

O Staphylococcus epidermidis ¢é um parasita cuténeo
normal, que ¢é também um importante organismo patogénico
oportunista responséavel por infecdes de dispositivos médicos
comprometidos e por infecdes nos 1locais de cirurgias. Os
dispositivos médicos infetados por S. epidermidis incluem os
pacemakers cardiacos, os shunts do fluido cerebrospinal, os
cateteres de didlise peritoneal continua ambulatdria, os
dispositivos ortopédicos e as valvulas cardiacas protésicas.

O Staphylococcus aureus € a causa mais comum de infecdes
nosocomiais com uma morbidade e mortalidade significativas. E
a causa de alguns casos de osteomielite, endocardite, artrite
séptica, pneumonia, abcessos e sindrome de choque toxico. O S.
aureus pode sobreviver em superficies secas, aumentando a
possibilidade de transmissdo. Qualquer infecdo por S. aureus
pode causar a sindrome da pele escaldada estafilocdcica, que
¢ uma reacdo cutdnea a exotoxina absorvida na corrente
sanguinea. Também pode causar um tipo de septicemia denominado
piemia que ©pode ser fatal. De forma problemdtica, o
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) tornou-
se uma causa principal das infec®es adgquiridas nos hospitais.

As infecdes por S. aureus e S. epidermidis sdo tipicamente
tratadas com antibidticos, em que a penicilina é o farmaco de
eleicdo, ao passo gue a vancomicina ¢ utilizada para os
isolados resistentes a meticilina. A percentagem de estirpes
estafilocdécicas que exibem uma resisténcia aos antibidticos de
largo espectro tem-se tornado cada vez mails prevalente,
constituindo uma ameaca para uma terapéutica antimicrobiana
eficaz. Além disso, o0 surgimento recente de uma estirpe de S.
aureus resistente a vancomicina despertou o medo de que estejam
a surgir e a disseminar-se estirpes de MRSA para as quais néo
existe uma terapéutica eficaz.

Uma alternativa ao tratamento das infecodes
estafilocécicas com antibidticos, que wutiliza anticorpos
dirigidos contra antigénios estafilocdcicos, encontra-se em

investigacdo. Esta terapéutica envolve a administracdo de
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antissoros policlonais (WO00/15238, WO00/12132) ou o)
tratamento com anticorpos monoclonais contra o dcido
lipoteicdico (WO98/57994) .

Uma abordagem alternativa seria a utilizacdo da vacinacédo
ativa para gerar uma resposta imune contra os estafilococos.
O genoma de S. aureus foil sequenciado e muitas das sequéncias
codificantes foram identificadas (W002/094868, EP0786519), o
que pode conduzir a identificacdo de antigénios potenciais. O
mesmo acontece com @ S. epidermidis (WO01/34809) . Como
refinamento desta abordagem, outros autores identificaram
proteinas que sdo reconhecidas por soros hiperimunes de doentes
que tiveram uma infecéao estafilocédcica (WO01/98499,
W002/059148) .

O S§. aureus segrega uma pletora de fatores de viruléncia
para o meio extracelular (Archer, 1998; Dinges et al., 2000;
Foster, 2005; Shaw et al., 2004; Sibbald et al., 2006). Tal
como acontece com a maioria das proteinas segregadas, estes
fatores de wviruléncia s&do translocados pela magquinaria Sec
através da membrana plasmética. As proteinas segregadas pela
maquinaria Sec transportam um péptido Ileader N-terminal que é
removido pela peptidase leader uma vez a preproteina engrenada
no translocdo Sec (Dalbey and Wickner, 1985; van Wely et al.,
2001). Uma anédlise recente do genoma sugere que o filo
Actinobacteria e membros do filo Firmicutes codificam um
sistema de secrecdo adicional que reconhece um subconjunto de
proteinas de uma forma independente da maquinaria Sec (Pallen,
2002). O ESAT-6 (do inglés early secreted antigen target 6
kDa) e o CFP-10 (do inglés culture filtrate antigen 10 kDa) de
Mycobacterium tuberculosis representam os primeiros substratos
deste novo sistema de secrecdo denominado ESX-1 ou Snm em M.
tuberculosis (Andersen et al., 1995; Hsu et al., 2003; Pym et
al., 2003; Stanley et al., 2003). Em S. aureus, dois fatores
idénticos a ESAT-6, designados por EsxA e EsxB, sdo segregados
pela via Ess (do inglés ESAT-6 secretion systems) (Burts et
al., 2005).

A primeira geracdo de vacinas direcionadas contra S.
aureus ou contra as exoproteinas que este produz tiveram um
sucesso limitado (Lee, 1996). Persiste, assim, a necessidade
de desenvolver vacinas eficazes contra as infecdes
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estafilocédcicas. Composicdes adicionais ©para tratar as

infecdes estafilocbdcicas sdo também necessarias.

SUMARIO DO INVENTO

A proteina A (SpA) (SEQ ID NO:33), uma proteina de
superficie de Staphylococcus aureus ancorada a parede celular,
permite a fuga bacteriana as respostas 1imunes inata e
adaptédvel. A proteina A liga-se as imunoglobulinas ao nivel da
sua porcgdo Fc, interage com o dominio VH3 dos recetores das
células B, estimulando de forma inapropriada a proliferacéo e
a apoptose das células B, liga-se aos dominios Al do fator de
von Willebrand para ativar a coagulacédo intracelular e também
se liga ao recetor 1 do TNF para contribuir para a patogénese
da pneumonia estafilocdédcica. Devido ao facto de a proteina A
capturar as imunoglobulinas e apresentar atributos tdéxicos, a
possibilidade de esta molécula de superficie funcionar como
uma vacina nos seres humanos ndo foi pesquisada com rigor.
Aqui, os inventores demonstram que as variantes da proteina A
que Jj& ndo sdo capazes de se ligar as imunoglobulinas, e gue
estdo por isso desprovidas do seu potencial toxigénico, isto
é, sdo ndo toxigénicas, estimulam respostas imunes humorais
que protegem contra a doenca estafilocbdcica.

O presente invento refere-se a um polipéptido isolado
compreendendo uma proteina A (SpA) variante que possui (a)
pelo menos duas substituicdes de aminodcidos que perturbam a
ligacdo a Fc, compreendendo uma substituicdo de aminoacido em
cada uma das posicdes de aminodcido 9 e 10 da SEQ ID NO:2 e
(b) pelo menos duas substituicdes de aminodcidos que perturbam
a ligacdo a Vg3, compreendendo uma substituicdo de aminoacido
em cada uma das posicdes de aminoacido 36 e 37 da SEQ ID NO:2
e (¢) uma sequéncia de aminodcidos da SEQ ID NO:2.

Em determinadas concretizacdes, a variante da SpA & uma
variante da SpA completa compreendendo um dominio A, B, C, D
e E variante. Em determinados aspetos, a variante da SpA
compreende ou consiste na sequéncia de aminodcidos que & 80,
90, 95, 98, 99 ou 100% idéntica a sequéncia de aminoacidos da
SEQ ID NO: 34. Noutras concretizacdes, a variante da SpA
compreende um segmento da SpA. O segmento da SpA pode
compreender pelo menos ou ndo mais de 1, 2, 3, 4, 5 ou mais



EP 2 414 387/PT

dominios de ligacdo a IgG. 0Os dominios de ligacdo a IgG podem
ser pelo menos ou ndo mais de 1, 2, 3, 4, 5 ou mais dominios
A, B, C, D ou E variantes. Em certos aspetos, a variante da
SpA compreende pelo menos ou ndo mais de 1, 2, 3, 4, 5 ou mais
dominios A variantes. Num aspeto adicional, a variante da SpA
compreende pelo menos ou ndo mais de 1, 2, 3, 4, 5 ou mais
dominios B variantes. Ainda num aspeto adicional, a variante
da SpA compreende pelo menos ou ndo mais de 1, 2, 3, 4, 5 ou
mais dominios C variantes. Ainda noutro aspeto adicional, a
variante da SpA compreende pelo menos ou ndo mais de 1, 2, 3,
4, 5 ou mais dominios D variantes. Em determinados aspetos, a
variante da SpA compreende pelo menos ou ndo mais de 1, 2, 3,
4, 5 ou mais dominios E variantes. Num aspeto adicional, a
variante da SpA compreende uma combinacdo dos dominios A, B,
C, D e E em vadrias combinacdes e permutacdes. As combinacdes
podem incluir a totalidade ou parte de um segmento do péptido
sinal da SpA, de um segmento da regido X da SpA e/ou de um
segmento do sinal de enderecamento da SpA. Noutros aspetos, a
variante da SpA ndo inclui um segmento do péptido sinal da
SpA, um segmento da regido X da SpA e/ou um segmento do sinal
de enderecamento da SpA. Em determinados aspetos, um dominio
A variante compreende uma substituicdo na(s) posicédo(des) 7,
8, 34 e/ou 35 da SEQ ID NO:4. Noutro aspeto, um dominio B
variante compreende uma substituicdo na(s) posicdo(des) 7, 8,
34 e/ou 35 da SEQ ID NO:6. Ainda noutro aspeto, um dominio C
variante compreende uma substituicdo na(s) posicédo(des) 7, 8,
34 e/ou 35 da SEQ ID NO:5. Em certos aspetos, um dominio D
variante compreende uma substituicdo na(s) posicdo(des) 9, 10,
37 e/ou 38 da SEQ ID NO:2. Num aspeto adicional, um dominio E
variante compreende uma substituicdo na(s) posicdo(des) o, 7,
33 e/ou 34 da SEQ ID NO:3.

Ainda em aspetos adicionais, a sequéncia de aminoécidos
de uma variante da SpA compreende uma sequéncia de aminoécidos
que € pelo menos 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95% ou 100% idéntica,
incluindo todos os valores e intervalos intermédios, a
sequéncia de aminoacidos das SEQ ID NOS: 2-6.

Em determinados aspetos, os residuos de aminoécidos F5,
si1i, F¥13, Y14, L17, N28, 1I31 e/ou K35 (SEQ 1ID NO:2,
QONNENKDQQSAFYEILNMPNLNEAQRNGFIQSLKDDPSQSTNVLGEAKKLNES) do
subdominio de ligacdo a regido Fc de IgG do dominio D sé&o
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modificados ou substituidos. Em determinados aspetos, os
residuos de aminodcidos 026, G29, F30, S33, 040, N43 e/ou E47
(SEQ ID NO:2) do subdominio de ligacdo a Vi3 do dominio D sé&o
modificados ou substituidos, de modo que a ligacdo a Fc ou a
Ve3 é atenuada. Em aspetos adicionais, ¢é possivel efetuar
modificacdes ou substituicbes correspondentes em posicdes
correspondentes do dominio A, B, C e/ou E. As posicdes
correspondentes sdo definidas através do alinhamento da
sequéncia de aminodcidos do dominio D com uma ou mais das
sequéncias de aminodcidos de outros dominios de ligacdo a IgG
da SpA; ver por exemplo a FIG. 1. Em certos aspetos, a
substituicdo de aminodcidos pode consistir em qualgquer um dos
outros 20 aminodcidos. Num aspeto adicional, as substituicdes
de aminodcidos conservativas podem ser especificamente
excluidas das substituicdes de aminodcidos possiveis. Noutros
aspetos, apenas estédo incluidas as substituicdes nao
conservativas. Em qualquer caso, qualquer substituicdo ou
combinacdo de substituicdes que reduza a ligacdo do dominio,
de forma a reduzir significativamente a toxicidade da SpA,
estd contemplada pela divulgacdo. A importadncia da reducdo ao
nivel da ligacdo aplica-se a uma variante que produz uma
toxicidade minima a inexistente quando ¢ introduzida num
sujeito e pode ser avaliada utilizando os métodos in vitro
aqui descritos.

Em determinadas concretizacdes, uma SpA variante
compreende pelo menos ou ndo mais de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,
9, 10 ou mais péptidos variantes do dominio D da SpA. Em certos
aspetos, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19 ou mais residuos de aminodcidos da SpA variante
sdo substituidos ou modificados - incluindo, embora néo
limitados aos, aminoécidos F5, 9, 10, S11, F13, Y14, L1L17,
N28, I31 e/ou K35 (SEQ ID NO:2) do subdominio de ligacdo a
regido Fc de IgG do dominio D e os residuos de aminocécidos
026, G29, F30, S33, D36, D37, Q40, N43 e/ou E47 (SEQ ID NO:2)
do subdominio de ligacéao a Vg3 do dominio D. As
variantes/mutantes da SpA ou do SpA-D ndo toxigénicas e
purificadas aqui descritas j& ndo sdo capazes de se ligarem de
forma significativa (isto ¢, demonstram uma afinidade de
ligacdo atenuada ou afetada) a Fcy ou a Vi3 de F(ab): e também
ndo estimulam a apoptose das células B. Estas variantes da
proteina A ndo toxigénicas podem ser usadas como vacinas
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subunitérias, produzir respostas imunes humorais e conferir
imunidade protetora contra a provocacdo por S. aureus. Em
comparacdo com a proteina A completa de tipo selvagem ou o
dominio SpA-D de tipo selvagem, a imunizacdo com variantes do
SpA-D resultou num aumento do anticorpo especifico para a
proteina A. Utilizando um modelo de ratinho de provocacédo
estafilocécica e formacdo de abcessos, observou-se qgque a
imunizacdo com as variantes da proteina A ndo toxigénicas gerou
uma protecdo significativa contra a infecdo estafilocdcica e
a formacédo de abcessos. Como virtualmente todas as estirpes de
S. aureus expressam a proteina A, a imunizacdo dos seres
humanos com as variantes da proteina A ndo toxigénicas pode
neutralizar este fator de viruléncia e estabelecer, assim, uma
imunidade protetora. Em determinados aspetos, a imunidade
protetora protege contra ou melhora a infecdo por estirpes de
estafilococos resistentes a drogas, tais como USA300 e outras
estirpes de MRSA.

As concretizacdes incluem a utilizacdo de variantes da
proteina A em métodos e composicdes para o tratamento de uma
infecdo bacteriana e/ou estafilocdcica. Este pedido também
disponibiliza wuma composicdo imunogénica compreendendo uma
variante da proteina A ou um seu fragmento imunogénico. Em
determinados aspetos, o fragmento imunogénico & um segmento do
dominio D da proteina A. Além disso, o presente invento
disponibiliza métodos e composicdes que podem ser usados para
tratar (por exemplo, limitando a formacdo e/ou a persisténcia
de abcessos estafilocdcicos num sujeito) ou prevenir uma
infecdo bacteriana. Em alguns casos, 0s métodos para estimular
uma resposta imune envolvem a administracdo ao sujeito de uma
quantidade eficaz de uma composicdo que inclui ou codifica a
totalidade ou parte de um polipéptido variante da proteina A
ou de um antigénio e, em determinados aspetos, de outras
proteinas bacterianas. Outras proteinas bacterianas incluem,
embora ndo estejam limitadas a estas, (i) um fator de
viruléncia segregado e/ou um péptido ou proteina de superficie
celular ou (ii) uma molécula de &cido nucleico recombinante
que codifica um fator de viruléncia segregado e/ou um péptido
ou proteina de superficie celular.

Em outros aspetos, o sujeito pode receber a totalidade ou
parte de uma variante da proteina A, como seja um segmento
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variante do dominio D da proteina A. O polipéptido do invento
pode ser formulado numa composicédo farmaceuticamente
aceitavel. A composicdo pode ainda compreender um ou mais de
pelo menos ou nédo mais de 1, 2, 3, 4, 5, o, 7, 8, 9, 10, 11,
12, 13, 14, 15, 16, 17, 18 ou 19 antigénios de estafilococos
adicionais ou seus fragmentos imunogénicos (por exemplo, Eap,
Ebh, Emp, EsaB, EsaC, EsxA, EsxB, SdrC, SdrD, SdrE, IsdA, IsdB,
ClfA, ClfB, Coa, Hla (por exemplo, mutantes H35), IsdC, SaskF,
viWbp ou vWh). Os antigénios de estafilococos adicionais que
podem ser usados em combinag¢do com uma variante da proteina A
incluem, mas ndo estdo limitados &, proteina de ligacdo a
vitronectina de 52 kDa (WO 01/60852), RAaa (GenBank CAC80837),
Aap (acesso no GenBank AJ249487), Ant (acesso no GenBank
NP 372518), autolisina glucosaminidase, autolisina amidase,
Cna, proteina de ligacdo ao colagénio (US6288214), EFB (FIB),
proteina de ligacdo a elastina (EbpS), EPB, FbpA, proteina de
ligacdo ao fibrinogénio (US6008341), proteina de 1ligacdo a
fibronectina (US5840846), FnbA, FnbB, GehD (US 2002/0169288),
HarA, HBP, transportador ABC imunodominante, IsaA/PisA,
recetor da laminina, lipase GehD, MAP, transportador de Mg2+,
andlogo do MHC II (US5648240), MRPII, Npase, proteina de
ativacdo de ARN III (RAP), SasA, SasB, SasC, SasD, SasK, SBI,
SdrF (WO 00/12689), SdrG/Fig (WO 00/12689), SdrH (WO 00/12689),
exotoxinas SEA (WO 00/02523), exotoxinas SEB (WO 00/02523),
transportador ABC SitC e Ni, proteina de ligacdo da
saliva/SitC/MntC (Us5,801,234), Ssal, SSP-1, SSP-2 e/ou
proteina de ligacdo a vitronectina (ver as publicacdes PCT
W02007/113222, WO02007/113223, W02006/032472, W02006/032475,
W02006/032500) . O antigénio de estafilococos ou o seu fragmento
imunogénico pode ser administrado em simultédneo com a variante
da proteina A. O antigénio de estafilococos ou o seu fragmento
imunogénico e a variante da proteina A podem ser administrados
na mesma composicdo. A variante da proteina A também pode ser
uma molécula de &acido nucleico recombinante que codifica uma
variante da proteina A. Uma molécula de 4&cido nucleico
recombinante pode codificar a variante da proteina A e pelo
menos um antigénio de estafilococos ou um seu fragmento
imunogénico. Tal como agui utilizado, o termo “modular” ou
“modulacédo” engloba os significados das palavras “reforcar” ou
“inibir”. A “modulacdo” da atividade poderd ser um aumento ou
uma diminuicdo da atividade. Tal como aqui utilizado, o termo

“modulador” refere-se a compostos que desempenham a funcdo de
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um grupo especifico, incluindo a regulacdo positiva, a inducéo,
a estimulacdo, a potenciacédo, a inibicédo, a regulacdo negativa
ou a supressdo de uma proteina, acido nucleico, gene, organismo
ou similar.

Em determinadas concretizacdes, os métodos e composicdes
utilizam ou incluem ou codificam a totalidade ou parte da
variante da proteina A ou do antigénio. Noutros aspetos, a
variante da proteina A poderd ser utilizada em combinac¢do com
fatores segregados ou antigénios de superficie que incluem,
embora ndo estejam limitados a, um ou mais de um polipéptido
Eap, Ebh, Emp, EsaB, EsaC, EsxA, EsxB, SdrC, SdrD, SdrE, IsdA,
IsdB, Cl1fA, Cl1fRB, Coa, Hla, IsdC, SasF, vWbp ou vWh isolado ou
um seu segmento imunogénico. 0Os antigénios de estafilococos
adicionais que podem ser utilizados em combinacdo com uma
variante da proteina A estdo descritos acima.

Ainda em aspetos adicionais, a variante da proteina A
isolada é multimérica, por exemplo, dimérica, ou é uma fuséo
linear de dois ou mais polipéptidos ou segmentos peptidicos.
Em determinados aspetos do invento, uma composicdo compreende
multimeros ou concatémeros de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10,
11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 ou mais proteinas de
superficie celular isoladas ou seus segmentos. Os concatdmeros
sdo polipéptidos lineares gque possuem uma ou mais unidades
peptidicas de repeticdo. 0Os polipéptidos ou fragmentos da SpA
podem ser consecutivos ou separados por um espacador ou outras
sequéncias peptidicas, por exemplo, um ou mais péptidos
bacterianos adicionais. Num aspeto adicional, o0s outros
polipéptidos ou péptidos contidos no multimero ou no
concatémero podem incluir, mas ndo estdo limitados a, 1, 2, 3,
4, 5, ¢, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 de
Eap, Ebh, Emp, EsaB, EsaC, EsxA, EsxB, SdrC, SdrD, SdrE, IsdA,
IsdB, ClfA, Cl1fB, Coa, Hla, IsdC, SasF, vWbp, vWh ou seus
fragmentos imunogénicos. 0Os antigénios de estafilococos
adicionais qgque podem ser utilizados em combinacdo com uma

variante da proteina A estdo descritos acima.

O termo “wariante da proteina A” ou “variante da SpA”
refere-se a polipéptidos gque incluem um dominio de ligacédo a
IgG da SpA possuindo duas ou mais substituicdes de aminoacidos
que perturbam a ligacdo a Fc e a Vy3. Num determinado aspeto,
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a variante da SpA inclui um péptido variante do dominio D,
assim como variantes de polipéptidos da SpA e seus segmentos
que sdo ndo toxigénicas e estimulam uma resposta imune contra
a proteina A de bactérias do tipo estafilococos e/ou contra
bactérias que expressam esta proteina.

As concretizacdes do presente invento incluem métodos
para desencadear uma resposta imune contra uma bactéria do
tipo estafilococos ou contra estafilococos num sujeito,
compreendendo a administracdo ao sujeito de uma gquantidade
eficaz de uma variante da proteina A ou de um seu segmento. Em
determinados aspetos, o0os métodos para desencadear uma resposta
imune contra uma bactéria do tipo estafilococos ou contra
estafilococos num sujeito compreendem a administracdo ao
sujeito de uma quantidade eficaz de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,
0, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 ou mais proteinas
segregadas e/ou proteinas de superficie celular ou seus
segmentos/fragmentos. Uma proteina segregada ou uma proteina
de superficie celular inclui, embora ndo exclusivamente, as
proteinas Eap, Ebh, Emp, EsaB, EsaC, EsxA, EsxB, SdrC, SdrD,
SdrE, IsdA, IsdB, ClfA, ClfB, Coa, Hla, IsdC, SasF, vWbp e/ou
viWh e o0s seus fragmentos imunogénicos. Os antigénios de
estafilococos adicionais gue podem ser utilizados em
combinacdo com uma variante da proteina A estdo descritos
acima.

As concretizacdes do i1invento incluem composicdes gue
contém a variante da SpA que é pelo menos 70%, 75%, 80%, 85%,
90%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% idéntica ou similar a proteina
A, ou uma segunda proteina ou péptido que é uma proteina
bacteriana segregada ou uma proteina de superficie celular
bacteriana. Numa concretizacdo adicional do invento, uma
composicdo poderd incluir a variante da SpA que é pelo menos
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% idéntica ou
similar a um polipéptido do dominio D (SEQ ID NO:2), do dominio
E (SEQ ID NO:3), do dominio A (SEQ ID NO:4), do dominio C (SEQ
ID NO:5) ou do dominio B (SEQ ID NO:6) da proteina A, ou uma
sequéncia de &cidos nucleicos que codifica um polipéptido do
dominio D, do dominio E, do dominio A, do dominio C ou do
dominio B da proteina A. Em determinados aspetos, a variante
da SpA possui uma sequéncia de aminodcidos da SEQ ID NO:8. A
similaridade ou identidade, em que a identidade é preferida,
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é conhecida na técnica e é possivel utilizar varios programas
diferentes para identificar se uma proteina (ou acido nucleico)
apresenta identidade ou similaridade de sequéncia com uma
sequéncia conhecida. A identidade e/ou similaridade de
sequéncia é determinada utilizando técnicas padrédo conhecidas
na especialidade, incluindo, embora ndo exclusivamente, o
algoritmo de homologia local de Smith & Waterman (1981), o
algoritmo para alinhamento global de Needleman & Wunsch (1970),
a pesquisa pelo método de similaridade de Pearson & Lipman
(1988), implementacdes computorizadas destes algoritmos (GAP,
BESTFIT, FASTA e TFASTA no pacote de software Wisconsin
Genetics, Grupo de Genética Computacional, 575 Science Drive,

Madison, Wis.), o programa de sequenciacdo Best Fit descrito
por Devereux et al. (1984), de preferéncia wutilizando as
configuracdes predefinidas, ou por inspecéo.

Preferencialmente, a percentagem de identidade ¢ calculada
utilizando ferramentas de alinhamento conhecidas e facilmente
averiguéadveis pelos peritos na especialidade. A percentagem de
identidade ¢é basicamente o numero de aminodcidos idénticos
dividido pelo numero total de aminodcidos comparados vezes
cem.

Ainda outras concretizacgdes adicionais incluem vacinas
compreendendo um polipéptido ou composicdo do invento e um
excipiente farmaceuticamente aceitével. Em determinados
aspetos do invento, o polipéptido variante da SpA isolado, ou
qualquer outra combinacdo ou permutacdo de proteina(s) ou
péptido(s) descrita, encontra-se multimerizado, por exemplo,
dimerizado ou concatamerizado. Num aspeto adicional, a
composicdo de vacina estd contaminada por menos de cerca de
10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2, 1, 0,5; 0,25; 0,05% (ou qualquer
intervalo dai derivavel) de outras proteinas de estafilococos.
Uma composicéo poderé compreender adicionalmente um
polipéptido isolado n&o proveniente da SpA. Tipicamente, a
vacina compreende um adjuvante. Em certos aspetos, uma proteina
ou péptido do invento estd unido (de forma covalente ou néo
covalente) ao adjuvante e, de preferéncia, o adjuvante estéa
conjugado gquimicamente com a proteina.

Outras concretizagdes ainda incluem composicdes para
utilizar em métodos destinados a estimular num sujeito uma

resposta imune protetora ou terapéutica contra uma bactéria do
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tipo estafilococos, compreendendo a administracdo ao sujeito
de uma quantidade eficaz da composicdo do polipéptido variante
da SpA ou de um seu segmento/fragmento e compreendendo ainda
uma ou mais das proteinas Eap, Ebh, Emp, EsaB, EsaC, EsxA,
EsxB, SdrC, SdrD, SdrE, IsdA, IsdB, ClfA, ClfB, Coa, Hla, IsdC,
SasF, vWbp ou vWh ou respetivos péptidos. Numa concretizacéo
preferida, a composicdo compreende uma bactéria que ndo é do
tipo estafilococos. Num aspeto adicional, a composicdo &
formulada numa formulacdo farmaceuticamente aceitével. Os
estafilococos relativamente aos quais um sujeito estéd a receber
tratamento poderdo ser o Staphylococcus aureus. 0s métodos do
invento também incluem composicdes de variantes da SpA que
contém 1, 2, 3, 4, 5, ¢, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 1le,
17, 18, 19 ou mais fatores de viruléncia segregados e/ou
proteinas de superficie celular, tais como Eap, Ebh, Emp, EsaC,
EsxA, EsxB, SdrC, SdrD, SdrkE, IsdA, IsdB, ClfA, ClfB, Coa,
Hla, 1IsdC, SasF, vWbp ou vWh em varias combinacdes. Em
determinados aspetos, uma formulacdo de vacina inclui Eap,
Ebh, Emp, EsaC, EsxA, EsxB, SdrC, SdrD, SdrE, IsdA, IsdB, ClfA,
ClfB, Coa, Hla, IsdC, SasF, vWbp e vWh. Em certos aspetos, uma
combinacdo de antigénios pode incluir (1) uma variante da SpA
e IsdA; (2) uma variante da SpA e ClfB; (3) uma variante da
SpA e SdrD; (4) uma variante da SpA e Hla ou uma variante de
Hla; (5) uma variante da SpA e Cl1fB, SdrD e Hla ou uma variante
de Hla; (6) uma variante da SpA, IsdA, SdrD e Hla ou uma
variante de Hla; (7) uma variante da SpA, IsdA, ClfB e Hla ou
uma variante de Hla; (8) uma variante da SpA, IsdA, ClfB e
SdrD; (9) uma variante da SpA, IsdA, ClfB, SdrD e Hla ou uma
variante de Hla; (10) uma variante da SpA, IsdA, ClfB e SdrD;
(11) uma variante da SpA, IsdA, SdrD e Hla ou uma variante de
Hla; (12) uma variante da SpA, IsdA e Hla ou uma variante de
Hla; (13) uma variante da SpA, IsdA, ClfB e Hla ou uma variante
de Hla; (14) uma variante da SpA, ClfB e SdrD; (15) uma variante
da SpA, ClfB e Hla ou uma variante de Hla; ou (16) uma variante
da SpA, SdrD e Hla ou uma variante de Hla.

Em determinados aspetos, uma bactéria qgque entrega uma
composicdo do invento estard limitada ou atenuada em relacédo
ao crescimento prolongado ou persistente ou a formacdo de
abcessos. Ainda num aspeto adicional, a(s) variante(s) da SpA
pode (m) ser sobreexpressa(s) numa bactéria atenuada para
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reforcar ou suplementar adicionalmente uma resposta imune ou

uma formulacdo de wvacina.

Determinadas concretizacdes referem-se a composicdes para
utilizar no desencadeamento de uma resposta imune contra uma
bactéria do tipo estafilococos num sujeito, compreendendo a
administracdo ao sujeito de uma quantidade eficaz de um
polipéptido ou composicdo do invento.

Em determinados aspetos, o sujeito & diagnosticado com
uma infecdo estafilocdcica persistente.

O termo “proteina EsxA” refere-se a uma proteina que
inclui os polipéptidos EsxA de tipo selvagem isolados de
bactérias do tipo estafilococos e respetivos segmentos, bem
como as variantes que estimulam uma resposta imune contra as
proteinas EsxA de bactérias do tipo estafilococos. De forma
idéntica, os termos “proteina EsxB", "proteina SdrD",
"proteina SdrE", "proteina IsdA", "proteina IsdB", "proteina
Eap", "proteina Ebh", "proteina Emp", "proteina EsaB",
"proteina EsaC", "proteina SdrC", "proteina Cl1fA", "proteina
ClfB", "proteina Coa", "proteina Hla", "proteina IsdC" e
"proteina SasF" referem-se a proteinas que incluem oS
polipéptidos EsxA, EsxB, SdrD, SdrkE, IsdA, IsdB, Eap, Ebh,
Emp, EsaB, EsaC, SdrC, ClfA, ClfB, CoA, Hla, IsdC ou SasF de
tipo selvagem isolados de bactérias do tipo estafilococos e
respetivos segmentos, bem como as variantes que estimulam uma
resposta imune contra as proteinas EsxA, EsxB, SdrD, Sdrk,
IsdA, IsdB, Eap, Ebh, Emp, EsaB, EsaC, SdrC, Cl1fA, C1fB, CoA,
Hla, IsdC ou SasF de bactérias do tipo estafilococos.

O termo “proteina vWbp” refere-se a uma proteina qgue
inclui os polipéptidos vWbp (proteina de ligacdo ao fator de
von Willebrand) de tipo selvagem isolados de bactérias do tipo
estafilococos e respetivos segmentos, bem como as variantes
que estimulam uma resposta imune contra as proteinas vWbp de

bactérias do tipo estafilococos.

O termo “proteina vWh” refere-se a uma proteina que inclui
0s polipéptidos vWh (homélogo da proteina de ligacdo ao fator
de von Willebrand) de tipo selvagem isolados de bactérias do
tipo estafilococos e respetivos segmentos, bem como as
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variantes que estimulam uma resposta imune contra as proteinas
vWh de bactérias do tipo estafilococos.

Uma resposta imune refere-se a uma resposta humoral, uma
resposta celular ou uma resposta tanto humoral como celular
num organismo. Uma resposta imune pode ser medida por meio de
ensaios que incluem, mas ndo estdo limitados a, ensaios que
medem a presenca ou a quantidade de anticorpos que reconhecem
especificamente uma proteina ou uma proteina de superficie
celular, ensaios que medem a ativacdo ou proliferacdo das
células T e/ou ensaios que medem a modulacdo em termos da

atividade ou da expressdo de uma ou mais citocinas.

Ainda em concretizacdes adicionais do invento, uma
composicédo poderd incluir um polipéptido, péptido ou proteina
que € ou é pelo menos 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%,
98% ou 99% idéntico ou similar a uma proteina EsxA, EsxB, SdrD,
Sdrk, IsdA, IsdB, EsaB, Cl1fB, IsdC, SasF, SdrC, Cl1fA, Eap,
Ebh, Emp, EsaC, CoA, Hla, vWa ou vWbp. Em determinados aspetos,
a proteina EsxA possuird a totalidade ou parte da sequéncia de
aminodcidos da SEQ ID NO:11.

Em determinados aspetos, a proteina EsxB possuird a
totalidade ou parte da sequéncia de aminocdcidos da SEQ 1ID
NO:12.

Em determinados aspetos, a proteina SdrD possuirada a
totalidade ou parte da sequéncia de aminocdcidos da SEQ ID
NO:13.

Em determinados aspetos, a proteina SdrE possuiréd a
totalidade ou parte da sequéncia de aminoadcidos da SEQ 1ID
NO:14.

Em determinados aspetos, a proteina IsdA possuiréd a
totalidade ou parte da sequéncia de aminodcidos da SEQ 1ID
NO:15.

Em determinados aspetos, a proteina IsdB possuird a
totalidade ou parte da sequéncia de aminodcidos da SEQ 1ID
NO:16.
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Em determinados aspetos, a proteina EsaB possuird a
totalidade ou parte da sequéncia de aminodcidos da SEQ 1ID
NO:17.

Em determinados aspetos, a proteina ClfB possuird a
totalidade ou parte da sequéncia de aminocdcidos da SEQ ID
NO:18.

Em determinados aspetos, a proteina IsdC possuird a
totalidade ou parte da sequéncia de aminocdcidos da SEQ ID
NO:19.

Em determinados aspetos, a proteina SasF possuira a
totalidade ou parte da sequéncia de aminocdcidos da SEQ ID
NO:20.

Em determinados aspetos, a proteina SdrC possuirda a
totalidade ou parte da sequéncia de aminocdcidos da SEQ 1ID
NO:21.

Em determinados aspetos, a proteina ClfA possuird a
totalidade ou parte da sequéncia de aminoadcidos da SEQ 1ID
NO:22.

Em determinados aspetos, a proteina Eap possuiréd a
totalidade ou parte da sequéncia de aminodcidos da SEQ 1ID
NO:23.

Em determinados aspetos, a proteina Ebh possuird a
totalidade ou parte da sequéncia de aminodcidos da SEQ 1ID
NO:24.

Em determinados aspetos, a proteina Emp possuird a
totalidade ou parte da sequéncia de aminocdcidos da SEQ ID
NO:25.

Em determinados aspetos, a proteina EsaC possuirada a
totalidade ou parte da sequéncia de aminocdcidos da SEQ ID
NO:26. A sequéncia dos polipéptidos EsaC pode ser encontrada
nas bases de dados de proteinas e inclui, mas ndo estd limitada
aos, numeros de acesso ZP 02760162 (GI:168727885), NP 645081.1
(GI:21281993) e NP 370813.1 (GI:15923279).
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Em determinados aspetos, a

totalidade ou parte da sequéncia
NO:27.

Em determinados aspetos, a
totalidade ou parte da sequéncia
NO:28.

Em determinados aspetos, a
totalidade ou parte da sequéncia
NO:29.

Em determinados aspetos, a
totalidade ou parte da sequéncia
NO:32.

Em

determinados aspetos,

proteina Coa possuiréa

de aminodcidos da SEQ

Hla
de aminodcidos da SEQ

proteina possuiréa

proteina vWa

de

possuiréa
aminodcidos da SEQ

proteina vWbp possuiré
de aminoacidos da SEQ

um polipéptido

a
ID

ou

segmento/fragmento pode ter uma sequéncia que € pelo menos
85%,

menos

pelo menos 90%,
99%
polipéptido de referéncia.

pelo menos 95%, pelo menos 98% ou pelo
do

refere-se a

ou mais idéntica a sequéncia de aminoécidos

O termo “similaridade”
um polipéptido que possul uma sequéncia com uma determinada

percentagem de aminodcidos gque sdo idénticos ao polipéptido de

referéncia ou constituem substituicdes conservativas em
relacdo aos polipéptidos de referéncia.

Os polipéptidos aqui divulgados poderédo incluir 1, 2, 3,
4, 5, ¢, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 ou mails aminoacidos
variantes em pelo menos, ou ndo mais de, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 1o, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24,
25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39,
40, 41, 42, 43, 44, 45, 4o, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54,
55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69,
70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84,
85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99,
100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111,
112, 113, 114, 115, 11e¢, 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123,
124, 125, 126, 127, 128, 129, 130, 131, 132, 133, 134, 135,
136, 137, 138, 139, 140, 141, 142, 143, 144, 145, 146, 147,
148, 149, 150, 151, 152, 153, 154, 155, 156, 157, 158, 159,
160, 161, 162, 163, 164, 165, 166, 167, 168, 169, 170, 171,
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172, 173, 174, 175, 176, 177, 178, 179, 180, 181, 182, 183,184,
185, 186, 187, 188, 189, 190, 191, 192, 193, 194, 195, 196,
197, 198, 199, 200, 201, 202, 203, 204, 205, 206, 207, 208,
209, 210, 211, 212, 213, 214, 215, 216, 217, 218, 219, 220,
221, 222, 223, 224, 225, 226, 227, 228, 229, 230, 231, 232,
233, 234, 235, 236, 237, 238, 239, 240, 241, 242, 243, 244,
245, 246, 247, 248, 249, 250, 300, 400, 500, 550, 1000 ou mais
aminoacidos contiguos, ou qualquer intervalo dai derivavel,
das SEQ ID NO:2-30 ou das SEQ ID NO:32-34.

Um segmento polipeptidico conforme aqui divulgado podera
incluir 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,
18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32,
33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 4o, 47,
48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, bo, 57, 58, 59, 60, 61, 62,
63, 04, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 17,
78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 80, 87, 88, 89, 90, 91, 92,
93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106,
107, 108, 109, 110, 111, 112, 113, 114, 115, 1lle, 117, 118,
119, 120, 121, 122, 123, 124, 125, 126, 127, 128, 129, 130,
131, 132, 133, 134, 135, 136, 137, 138, 139, 140, 141, 142,
143, 144, 145, 14e¢, 147, 148, 149, 150, 151, 152, 153, 154,
155, 156, 157, 158, 159, 160, 161, 162, 163, 164, 165, 1loo,
167, 168, 169, 170, 171, 172, 173, 174, 175, 17e¢, 177, 178,
179, 180, 181,182, 183, 184, 185, 18¢, 187, 188, 189, 190,
191, 192, 193, 194, 195, 196, 197, 198, 199, 200, 201, 202,
203, 204, 205, 206, 207, 208, 209, 210, 211, 212, 213, 214,
215, 21e, 217, 218, 219, 220, 221, 222, 223, 224, 225, 226,
227, 228, 229, 230, 231, 232, 233, 234, 235, 236, 237, 238,
239, 240, 241, 242, 243, 244, 245, 2406, 247, 248, 249, 250,
300, 400, 500, 550, 1000 ou mais aminodcidos contiguos, ou
qualguer intervalo dai derivavel, das SEQ ID NO:2-30 ou das
SEQ ID NO:33-34.

As composicdes poderdo ser formuladas numa composicéo
farmaceuticamente aceitdvel. Em determinados aspetos do
invento, a bactéria do tipo estafilococos é uma bactéria S.
aureus.

Em aspetos adicionais, uma composicdo poderd ser
administrada mais de uma vez ao sSujeito e poderd ser
administrada 1, 2, 3, 4, 5, ¢, 7, 8, 9, 10, 15, 20 ou mais
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vezes. A administracdo das composicgdes inclui, embora né&o
esteja limitada a estes exemplos, a administracdo oral,
parentérica, subcutadnea, intramuscular, intravenosa ou varias
combinacdes delas, incluindo por inalacdo ou aspiracéo.

Noutras concretizacdes ainda, uma composicdo compreende
uma molécula de &cido nucleico recombinante que codifica um
polipéptido variante da SpA aqui descrito ou
segmentos/fragmentos dele. Tipicamente, uma molécula de &acido
nucleico recombinante que <codifica um polipéptido aqui
descrito contém um promotor heterdélogo. Em determinados
aspetos, uma molécula de &cido nucleico recombinante do invento
é um vetor; noutros aspetos ainda, o vetor é& um plasmideo. Em
certas concretizacdes, o vetor & um vetor viral. Em certos
aspetos, uma composicdo inclui uma bactéria recombinante que
ndo ¢é do tipo estafilococos contendo ou expressando um
polipéptido aqui descrito. Em aspetos particulares, a bactéria
recombinante que ndo é do tipo estafilococos é Salmonella ou
outra bactéria gram-positiva. Uma composicdo é tipicamente
administrada a mamiferos, por exemplo sujeitos humanos, embora
a administracdo a outros animais capazes de desencadear uma
resposta imune esteja contemplada. Em aspetos adicionais, a
bactéria do tipo estafilococos contendo ou expressando o
polipéptido é Staphylococcus aureus. Em concretizacdes
adicionais, a resposta imune é uma resposta imune protetora.

Em concretizacdes adicionais, uma composicdo compreende
uma molécula de &cido nucleico recombinante que codifica a
totalidade ou parte de uma ou mais de uma das proteinas Eap,
Ebh, Emp, EsaB, EsaC, EsxA, EsxB, SdrC, SdrD, SdrE, IsdA, IsdB,
ClfA, Cl1fB, Coa, Hla, IsdC, SasF, SpA, vWbp ou vWh ou de um
seu péptido ou variante. Os antigénios de estafilococos
adicionais que podem ser usados em combinacdo com 08
polipéptidos aqui divulgados estdo descritos acima. Em aspetos
particulares, uma bactéria é uma bactéria recombinante gue néo
¢ do tipo estafilococos, tal como Salmonella ou outras
bactérias gram-positivas.

As composicdes do invento sdo tipicamente administradas
a sujeitos humanos, embora a administracdo a outros animais
capazes de desencadear uma resposta imune a uma bactéria do

tipo estafilococos esteja contemplada, particularmente gado,
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cavalos, cabras, ovelhas e outros animais domésticos, isto é

mamiferos.

Em determinados aspetos, a bactéria do tipo estafilococos
é um Staphylococcus aureus. Em concretizacdes adicionais, a
resposta imune é uma resposta imune protetora. Ainda em aspetos
adicionais, os métodos e composicdes do invento destinam-se a
ser utilizados na prevencao, melhoramento, reducéao ou
tratamento de uma infecdo dos tecidos ou das glédndulas, por
exemplo, das glandulas mamarias, particularmente da mastite e
outras infecdes. Outros métodos incluem, embora ndo estejam
limitados a ela, a reducdo profiladtica da carga bacteriana num
sujeito que ndo apresenta sinais de infecdo, particularmente
naqueles sujeitos suspeitos ou em risco de serem colonizados
por uma bactéria-alvo, por exemplo, o0s doentes que estdo ou
estardo em risco ou sdo suscetiveis de infecdo durante uma

estadia, tratamento e/ou recuperacdo hospitalar.

Qualgquer concretizacdo discutida em relacdo a um aspeto
do invento aplica-se igualmente a outros aspetos do invento.
Em particular, qualguer concretizacdo discutida no contexto de
um polipéptido ou péptido ou &acido nucleico variante da SpA
poderd ser implementada relativamente a outros antigénios,
tais como Eap, Ebh, Emp, EsaC, EsxA, EsxB, SdrC, SdrD, SdrE,
IsdA, 1IsdB, ClfA, ClfB, Coa, Hla, 1IsdC, SasF, vWbp, vWh,
proteina de ligacdo a vitronectina de 52 kDa (WO 01/60852),
Aaa, Aap, Ant, autolisina glucosaminidase, autolisina amidase,
Cna, proteina de ligacdo ao colagénio (US6288214), EFB (FIB),
proteina de ligacdo a elastina (EbpS), EPB, FbpA, proteina de
ligacdo ao fibrinogénio (US6008341), proteina de ligacdo a
fibronectina (US5840846), FnbA, FnbB, GehD (US 2002/0169288),
HarA, HBP, transportador ABC imunodominante, IsaA/PisA,
recetor da laminina, lipase GehD, MAP, transportador de Mg2+,
andlogo do MHC II (US5648240), MRPII, Npase, proteina de
ativacdo de ARN III (RAP), SasA, SasB, SasC, SasD, SasK, SBI,
SdrF (WO 00/12689), SdrG/Fig (WO 00/12689), SdrH (WO 00/12689),
exotoxinas SEA (WO 00/02523), exotoxinas SEB (WO 00/02523),
transportador ABC SitC e Ni, ©proteina de ligacdo da
saliva/SitC/MntC  (US5,801,234), SsaA, SSp-1, SSP-2 e/ou
proteina de ligacdo a vitronectina (ou &cidos nucleicos) e
vice-versa. Entende-se igualmente que qualgquer um ou mais de
um de Eap, Ebh, Emp, EsaC, EsxA, EsxB, SdrC, SdrD, SdrE, IsdA,
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IsdB, ClfA, Cl1fB, Coa, Hla, IsdC, SasF, vWbp, vWh, proteina de
ligacdo a vitronectina de 52 kDa (WO 01/60852), RAaa, Aap, Ant,
autolisina glucosaminidase, autolisina amidase, Cna, proteina
de ligacdo ao colagénio (US6288214), EFB (FIB), proteina de
ligacdo a elastina (EbpS), EPB, FbpA, proteina de ligacdo ao
fibrinogénio (US6008341), proteina de ligacdo a fibronectina
(US5840846), FnbA, FnbB, GehD (US 2002/0169288), HarA, HBP,
transportador ABC imunodominante, IsaA/PisA, recetor da
laminina, lipase GehD, MAP, transportador de Mg2+, andlogo do
MHC II (US5648240), MRPII, Npase, proteina de ativacdo de ARN
ITIT (RAP), SasA, SasB, SasC, SasD, SasK, SBI, SdrF (WO
00/12689), SdrG/Fig (WO 00/12689), SdrH (WO 00/12689),
exotoxinas SEA (WO 00/02523), exotoxinas SEB (WO 00/02523),
transportador ABC SitC e Ni, ©proteina de ligacdo da
saliva/SitC/MntC  (US5,801,234), SsaA, SSp-1, SSP-2 e/ou
proteina de ligacdo a vitronectina podem ser especificamente
excluidos de uma composicdo reivindicada.

As concretizacgdes do invento incluem composicdes gue
contém ou que ndo contém uma bactéria. Uma composicdo podera
ou nédo incluir uma bactéria estafilocdcica atenuada ou viavel
ou intacta. Em determinados aspetos, a composicdo compreende
uma bactéria que ndo ¢ uma bactéria estafilocdcica ou né&o
contém uma bactéria estafilocbcica. Em determinadas
concretizacgcbes da divulgacdo, uma composicdo bacteriana
compreende uma variante da proteina A de estafilococos isolada
ou expressa de modo recombinante, ou um nucledétido que codifica
a mesma. A composicdo poderd consistir em ou incluir uma
bactéria do tipo estafilococos manipulada recombinantemente,
que foi alterada de uma forma que compreende especificamente
alterar a Dbactéria em relacdo a um fator de viruléncia
segregado ou a uma proteina de superficie celular. Por exemplo,
a Dbactéria poderd ser modificada recombinantemente para
expressar mais fator de viruléncia ou mais proteina de
superficie celular do que expressaria caso ndo fosse
modificada.

O termo “isolado” pode referir-se a um &cido nucleico ou
um polipéptido que estd praticamente isento de material
celular, material bacteriano, material viral, meio de cultura
(quando é produzido por técnicas de ADN recombinante) da sua
fonte de proveniéncia ou precursores guimicos ou outros
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reagentes quimicos (quando é sintetizado gquimicamente). Além
disso, um composto isolado refere-se a um composto que pode
ser administrado a um sujeito como um composto isolado; por
outras palavras, o composto poderd simplesmente ndo ser
considerado “isolado” se estiver aderido a uma coluna ou
embutido num gel de agarose. Adicionalmente, um “fragmento de
dcido nucleico isolado” ou um “péptido isolado” é um fragmento
de &cido nucleico ou de proteina que ndo existe naturalmente
como um fragmento e/ou que ndo estd tipicamente no estado
funcional.

Os grupos especificos do invento, como polipéptidos,
péptidos, antigénios ou imunogénios, poderdo ser conjugados ou
ligados <covalente ou ndo covalentemente a outros grupos
especificos, tais como adjuvantes, ©proteinas, péptidos,
suportes, grupos fluorescentes ou marcadores. 0O termo
“conjugado” ou “imunoconjugado” é utilizado de uma forma ampla
para definir a associacdo funcional de um grupo especifico com
outro agente e ndo pretende referir-se apenas a qualguer tipo
de associacdo funcional, em particular, ndo estd limitado a
“conjugacdo” quimica. As proteinas de fusdo recombinantes, em
particular, estdo contempladas. As composicdes do invento
poderdo ainda compreender um adjuvante ou um excipiente
farmaceuticamente aceitédvel. Um adjuvante poderd ser acoplado
covalente ou ndo covalentemente a um polipéptido ou péptido do
invento. Em determinados aspetos, o adjuvante ¢é conjugado
quimicamente com uma proteina, polipéptido ou péptido.

O termo “disponibilizar” é utilizado de acordo com o seu
significado habitual para indicar “fornecer ou prover para
utilizac&do”. Em algumas concretizacdbes, a proteina é
diretamente disponibilizada mediante administracéao da
proteina, ao passo que noutras concretizacdes a proteina é
efetivamente disponibilizada mediante administracdo de um
4dcido nucleico que codifica a proteina. Em certos aspetos, o
invento contempla composicdes que compreendem varias
combinacdes de &cidos nucleicos, antigénios, péptidos e/ou
epitopos.

O sujeito terd (por exemplo, ¢ diagnosticado com uma
infecdo estafilocdcica), serd suspeito de ter ou estard em
risco de desenvolver uma infecéo estafilocdcica. As
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composicdes do presente invento incluem composicdes
imunogénicas em que o(s) antigénio(s) ou epitopo(s) estédo
incluidos numa quantidade eficaz para atingir o objetivo
pretendido. Mais especificamente, uma quantidade eficaz
significa uma quantidade de ingredientes ativos necessaria
para estimular ou desencadear uma resposta imune, ou
proporcionar resisténcia, uma melhoria ou uma mitigacdo da
infecdo. Em aspetos mais especificos, uma quantidade eficaz
previne, alivia ou melhora os sintomas da doenca ou infecéo,
ou prolonga a sobrevivéncia do sujeito em tratamento. A
determinacdo da quantidade eficaz encontra-se perfeitamente
dentro das capacidades dos peritos na especialidade,
especialmente a luz da divulgacéo detalhada aqui
disponibilizada. Para qualquer preparacdo usada nos métodos do
invento, uma gquantidade ou dose eficaz pode ser inicialmente
estimada a partir de estudos in vitro, ensaios em cultura
celular e/ou ensaios em modelos animais. Por exemplo, uma dose
pode ser formulada em modelos animais para obter uma resposta
imune desejada ou uma concentracdo ou titulo de anticorpo
circulante desejado. Tais informacdes podem ser usadas para

determinar com maior precisdo as doses Uteis em seres humanos.

DESCRICAO DAS FIGURAS

De modo que as caracteristicas, vantagens e objetos do
invento acima referidos, bem como outros gue serdo evidentes,
sejam alcancados e possam Sser compreendidos em pormenor,
descrig¢des mais particulares e determinadas concretizagdes do
invento resumidas brevemente acima estdo ilustradas nas
figuras anexas. Estas figuras fazem parte do fasciculo. Deve
salientar-se, contudo, que as figuras anexas ilustram
determinadas concretizacdes do invento e, por conseguinte, o
seu dmbito ndo deve ser considerado limitativo.

FIG. 1A - 1lE Geracdo de uma vacina de proteina A nédo
toxigénica. FIG. 1A, Produto traducional proteina A (SpA) de
S. aureus Newman e USA300 LAC com um péptido sinal N-terminal
(caixa branca), cinco dominios de ligacdo a imunoglobulinas
(IgBD designados por E, D, A, B e C), uma regido variéavel X e
um sinal de enderecamento C-terminal (caixa preta). FIG. 1B,
Sequéncia de aminoécidos dos cinco IgBD, bem como do SpA-Dzxaa
ndo toxigénico, onde estdo indicadas as posicdes dos feixes de
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trés hélices o (H1, H2 e H3), assim como das glutaminas (Q) 9,
10 e aspartatos (D) 36, 37. FIG. 1C, SDS-PAGE corado com azul
de Coomassie de SpA, SpA-D, SpA-Dkxkan ou SrtA purificadas em
Ni-NTA Sepharose, na presenca ou na auséncia de imunoglobulina
humana (hIgG). FIG. 1D, ELISA examinando a associacdo das
proteinas SpA, SpA-D ou SpA-Dkkan imobilizadas a IgG humana,
assim como aos seus fragmentos Fc ou F(ab)z e ao fator de von
Willebrand (vWF). FIG. 1lE, Os linfécitos B CD19+ no tecido
esplénico de ratinhos BALB/c, gue haviam sido imunizados de
forma simulada ou tratados com SpA-D ou SpA-Dkkaa, foram
quantificados por FACS.

FIG. 2 A vacina de proteina A ndo toxigénica previne a
formacdo de abcessos. Histopatologia de tecido renal isolado
durante a necropsia de ratinhos BALB/c, que haviam sido
imunizados de forma simulada (PBS) ou vacinados com SpA, SpA-
D bem como SpA-Drkxan € provocados com S. aureus Newman. Os
tecidos finamente seccionados foram corados com hematoxilina-
eosina. As setas brancas identificam os infiltrados de
leucdcitos polimorfonucleares (PMN). As setas pretas indicam
as comunidades do abcesso estafilocdcico.

FIG. 3A-C Os anticorpos originados pela vacina de proteina
A ndo toxigénica bloqueiam a funcdo de superantigénio das
células B da SpA. FIG 3A, 0Os anticorpos de coelho produzidos
contra SpA-Dkkan foram purificados numa matriz com o antigénio
imobilizado e analisados por SDS-PAGE corado com azul de
Coomassie. 0Os anticorpos foram clivados com pepsina e 08
fragmentos F(ab)2 foram purificados por um segundo ciclo de
cromatografia de afinidade numa matriz com SpPA-Dkran. FIG 3B, O
fragmento F(ab)2 especifico para SpA-Drxkan interfere com a
ligacdo de SpA ou SpA-D a imunoglobulina humana (hIgG) ou, FIG
3C, ao fator de von Willebrand (vWF).

FIG. 4A-D A proteina A ndo toxigénica completa d& origem
a respostas imunes melhoradas. FIG 4A, A proteina SpAkxaa
completa foili purificada em Ni-NTA Sepharose e analisada por
SDS-PAGE corado com azul de Coomassie. FIG 4B, Os linfécitos
B CD19+ no tecido esplénico de ratinhos BALB/c, que haviam
sido imunizados de forma simulada ou tratados com SpA ou
SpAkran, foram quantificados por FACS. FIG 4C, ELISA examinando
a associacdo das proteinas SpA ou SpAxkan 1mobilizadas a IgG
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humana, assim como aos seus fragmentos Fc ou F(ab)2 ou ao fator
de von Willebrand (vWF). FIG 4D, Titulos de anticorpos séricos
humanos ou de ratinho para o toxoide diftérico (CRM197) e as
proteinas SpAxkan OU SpPA-Drrkaa n&0 toxigénicas. Voluntarios
humanos com um historial de imunizac&o com DTaP e infecdo por
estafilococos (n=16), assim como ratinhos (n=20) gque haviam
sido infetados com S. aureus Newman ou USA 300 LAC ou
imunizados com SpArzaan 0Oou SPA-Drkan foram examinados por ensaio
de dot-blot quantitativo.

FIG. 5 A proteina A é necessaria para a patogénese das
infecdes letais por S. aureus em ratinhos. Coortes de ratinhos
BALB/c (n=8) foram injetados com suspensdes de 2 x 10°% UFC de
S. aureus Newman ou da sua variante isogénica de delecédo da
proteina A (Aspa) em PBS. Os animais infetados foram
monitorizados quanto a sobrevivéncia ao longo de um periodo de
15 dias.

FIG. 6A-B Os anticorpos contra a proteina A protegem os
ratinhos contra as infecdes letais por S. aureus. FIG 6A,
Coortes de ratinhos BALB/c (n=10) foram injetados com 5 mg kg~
1 de IgG de coelho purificado por afinidade especifico para
SpAxkaa (0—Spargxkan) OU para o antigénio wvacinal da peste rV10
(DeBord et al., 2006) (simulacdo). Quatro horas mais tarde,
cada animal foi infetado por injecdo intraperitoneal com uma
suspensdo de 3 x 10% UFC de S. aureus Newman e monitorizado
quanto a sobrevivéncia ao longo de um periodo de 10 dias. Os
resultados s&do representativos de trés experiéncias
independentes. FIG 6B, Coortes de ratinhos BALB/c¢ (n=10) foram
imunizados via sensibilizacdo-reforco com SpAxkan OU controlo
de PBS/adjuvante (simulacdo). Cada animal foi subsequentemente
infetado por injecdo intraperitoneal com uma suspensdo de 6 x
108 UFC de S. aureus Newman e monitorizado quanto a
sobrevivéncia ao longo de um periodo de 10 dias. A
significéncia estatistica (P) foi analisada com o teste log-
rank desemparelhado bicaudal. Os resultados sdo
representativos de trés experiéncias independentes.

FIG. 7 A imunizacdo com SpArkan Protege os ratinhos contra
a provocacdo com o isolado de MRSA resistente a vancomicina
Mu50. Coortes de ratinhos BALB/c (n=15) foram imunizados via
sensibilizacdo-reforgco com Splkxkan Ou controlo de PBS/adjuvante
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(simulacédo). Cada animal foi subsequentemente infetado por
injecdo intraperitoneal com uma suspensdo de 3 x 107 UFC de S.
aureus Mu50. A carga estafilocécica, calculada como loglQO UFC
g, foi determinada em tecidos renas homogeneizados 4 dias
apds a infecdo. A significéncia estatistica foi calculada com
o teste t de Student desemparelhado bicaudal, e o valor P foi
registado.

FIG. 8A-B Auséncia de respostas imunes protetoras as
infecdes por estafilococos. FIG 8A, A infecdo por estafilococos
ndo gera imunidade protetora. Ratinhos BALB/c (n=10) foram
infetados com S. aureus Newman ou provocados de forma simulada
(PBS) durante trinta dias e a infecdo foi eliminada mediante
tratamento com cloranfenicol. Ambos os coortes de animais foram
depois provocados com S. aureus Newman € a carga bacteriana
(UFC) no homogenato de tecido renal foi analisada apds
necropsia no dia 4. Os resultados sdo representativos de trés
andlises independentes. FIG 8B, A imunizacdo com IsdB néo
protege os ratinhos contra a provocacgdo com S. aureus USA300
(LAC) . Ratinhos BALB/c (n=10) foram imunizados com IsdB (100
ng de IsdB emulsionado em CFA, seguido de reforco com IFA/IsdB
no dia 11) e provocados por injecdo retro-orbital com 5x10°
UFC de S. aureus USA300 (LAC) no dia 21. Quatro dias apds a
provocacdo, os rins foram removidos durante a necropsia e a
carga estafilocdécica por grama de tecido homogeneizado foi
determinada via formacdo de coldbdénias em placas agarizadas. Em
comparacdo com ©0s animais imunizados de forma simulada
(PBS/adjuvante) com 6,93 (£0,24) logl0 UFC g !, a vacinacdo com
IsdB ficou associada a 6,25 (£0,46) logl0 UFC gl e ndo gerou
uma protecdo estatisticamente significativa (P=0,2138; teste
t de Student bicaudal) contra a provocacdo por USA300 (LAC).
Os resultados s&o representativos de trés analises
independentes.

FIG. 9 Comparacdo da formacdo de abcessos em ratinhos
tratados com PBS, SpA, SpA-D e SpA-Dkkaa.

FIG. 10A-10H Localizacdo da protrombina, fibrinogénio,
coagulase (Coa) e proteina de 1ligacdo ao fator de von
Willebrand (vWbp) nos abcessos estafilocdcicos. Ratinhos
BALB/c infetados por inoculag¢do intravenosa com 1 x 107 UFC de
S. aureus Newman foram mortos 5 dias apds a infecdo. Os rins
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foram removidos, incluidos em parafina, cortados em seccdes
finas e corados por imuno-histoquimica, utilizando anticorpos
de coelho (o) especificos para a protrombina de ratinho (FIG.
10A, 10C), o fibrinogénio/fibrina de ratinho (FIG. 10B, 10D),
a Coa de S. aureus (FIG. 10E, 10G) ou a vWbp de S. aureus (FIG.
10F, 10H). As imagens apresentadas sdo representativas de trés
rins analisados. Os painéis das FIG. 10C, 10D, 10G e 10H
ilustram a imunocoloracdo no interior de um Unico abcesso
analisada como quatro secc¢des sequenciais, ampliadas a partir
de uma &rea nos painéis das FIG. 10A, 10B, 10E e 10F que esté

definida por uma caixa com margens brancas.

FIG. 11A-11C Os mutantes coa e vWbp de Staphylococcus
aureus apresentam defeitos ao nivel da coagulacdo sanguinea.
(FIG. 11A) Diagrama ilustrando o produto de traducdo primario
de coa e VvWbp, incluindo o péptido sinal (S), os dominios D1
e D2 de ligacdo a protrombina, um dominio de funcéao
desconhecida, o local de ligacdo ao fator de von Willebrand
(VWF) em vWbp e as repeticdes de ligacdo ao fibrinogénio (R)
de Coa. Os nuUmeros indicam os residuos de aminoacidos. (FIG.
11B) Os sobrenadantes de cultura de S. aureus Newman (tipo
selvagem) ou das variantes 1isogénicas desprovidas de coa
(Acoa), vWbp (AvWbp) ou de ambos os genes (Acoa, AvWbp) foram
examinados por imunotransferéncia com anticorpos especificos
para Coa (aCoa) ou vWbp (aovWbp) . Para os estudos de
complementacdo, plasmideos expressando os alelos de tipo
selvagem de coa (pcoa) ou viWbp (pvWbp) foram introduzidos por
eletroporacdo nas estirpes estafilocdcicas e subsequentemente
analisados por imunotransferéncia. (FIG. 11C) O sangue de
ratinho tratado com lepirudina foi tratado de forma simulada
ou infetado com S. aureus Newman ou com as suas variantes
isogénicas de coagulases e incubado até 48 horas a 25°C. Os
tubos foram inclinados para avaliar a coagulacdo. Os resultados
sdo representativos de quatro determinacdes independentes.

FIG. 12A-12R Contribuicdes de coa e vWbp para a
sobrevivéncia bacteriana no sangue e para a bacteriemia letal
induzida por S. aureus em ratinhos. (FIG. 12A) As estirpes de
estafilococos Newman, Acoa, AvWbp ou Acoa,AvWbp e as variantes
complementadas foram incubadas com sangue de ratinho
anticoagulado com lepirudina durante 30 minutos, e a
sobrevivéncia bacteriana foi avaliada por formacédo de coldnias
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em placas agarizadas. Os resultados foram produzidos por trés
ensaios separados. (FIG. 12B) Coortes de 10 ratinhos foram
injetados no plexo retro-orbital com 1x10% UFC de S. aureus
Newman (tipo selvagem), bem como de Acoa, AvWbp ou Acoa, AvWbp.
A sobrevivéncia dos animais com o tempo foi registada ao longo
de 10 dias. De forma idéntica a B, os ratinhos receberam 1x107
UFC das estirpes estafilocdcicas Newman (FIG. 12C, E e K, M),
AvWop (FIG. 14D, F e M, L), Acoa (FIG. 14G, I e 0O, Q) ou
Acoa, AvWbp (FIG. 12H, J e P, R), foram colhidos nos dias 5
(FIG. 12C-J) ou 15 (FIG. 12K-R) e avaliados guanto a carga
bacteriana no tecido renal (Tabela 7) e a formacdo de abcessos
histopatoldgicos. Todos o©os resultados dos animais sé&o
representativos de duas experiéncias independentes.

FIG. 13A-13D Os anticorpos contra Coa e vWbp bloqueiam a
coagulacdo do sangue pelas coagulases estafilocdcicas. (FIG.
13A) Hise¢-Coa e Hiss—-vWbp foram purificadas por cromatografia
de afinidade a partir de E. coli e analisadas por SDS-PAGE
corado com azul de Coomassie. (FIG. 13B) Os anticorpos de
coelho produzidos contra Hises—Coa ou Hise-vWbp foram
purificados por afinidade e analisados por ELISA guanto a sua
imunorreatividade com coagulases purificadas. 0Os resultados
sdo a média de trés determinacdes experimentais independentes.
(FIG. 13C) O sangue de ratinho tratado com lepirudina foi
tratado com PBS (simulacédo), anticorpos irrelevantes (aV10) ou
anticorpos dirigidos contra Coa (aCoa), vWbp (avWbp) ou ambas
as coagulases (aCoa/ avWbp), antes da infecdo com S. aureus
Newman e incubacdo durante 48 horas a 25 °C. (FIG. 13D) O
sangue de ratinho tratado com lepirudina foi tratado com os
anticorpos como acima. As amostras de sangue foram depois
incubadas com Coa ou vWbp funcionalmente ativa e o tempo de
coagulacdo foi registado.

FIG. 14A-14F Efeitos bioldégicos de anticorpos dirigidos
contra as coagulases estafilocdcicas. Medicdo por ressonancia
de plasma de superficie da perturbacdo por anticorpos da
associacdo entre Coa ou vWbp e a protrombina ou o fibrinogénio.
As diferencas de resposta com a adicdo de coagulase (Coa) a
protrombina (FIG. 14A) ou ao fibrinogénio (FIG. 14B) foram
comparadas com as diferencas de resposta na presenca de
quantidades crescentes de anticorpos (aCoa - 1:1, 1:2, 1:4,
1:8). As diferencas de resposta com a adicdo de vWbp a
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protrombina (FIG. 16A) ou ao fibrinogénio (FIG. 14B) foram
comparadas com as diferencas de resposta na presenca de
quantidades crescentes de anticorpos (avWbp - 1:1, 1:2, 1:4,
1:8). (FIG. 14E, F) A proteina Coa ou vWbp ativa purificada
foi incubada, numa razdo molar 1:1, com protrombina humana. A
capacidade enzimatica do complexo foi avaliada através de
monitorizacdo da velocidade de clivagem do S-2238 (substrato
cromogénico substituto do fibrinogénio, adicionado em
excesso). O ensaio foli repetido na presenca de anticorpos
especificos ou cruzados adicionados num excesso de 3 M, e os
dados foram normalizados para a % de atividade média sem

inibicdo. Os resultados sdo uma média de trés ensaios
independentes.
FIG. 15 Contribuicdo de anticorpos especificos de

coagulases para a sobrevivéncia de ratinhos com bacteriemia
estafilocécica. Vinte e quatro horas antes da infecdo, ratinhos
BALB/c (n=15) foram injetados no peritoneu com anticorpos de
coelho purificados (5 mg anticorpo/kg peso corporal). Os
animais foram depois provocados com 1 x 108 UFC de S. aureus
Newman injetado no plexo retro-orbital e monitorizados em
termos de sobrevivéncia. Os resultados sdo representativos de
duas experiéncias independentes.

FIG. 16A-16H A transferéncia passiva de anticorpos
dirigidos contra coagulases confere protecdo contra a formacéo
de abcessos por S. aureus. Injetou-se uma simulacéo
experimental (PBS, FIG. 18A e 18C) ou anticorpos de coelho
purificados dirigidos contra vWbp (avWbp, FIG. 18B e 18D), Coa
(aCoa, FIG. 18E e 18G) ou ambas as coagulases (aCoa/oavWbp,
FIG. 18F e 18H) na cavidade peritoneal de ratinhos BALB/cC
(n=10) e analisaram-se os titulos de anticorpos por ELISA
(Tabela 8). Os animais imunizados passivamente foram infetados
por injecdo de 1 x 107 UFC de S. aureus Newman no plexo retro-
orbital. A carga bacteriana e a formacdo de abcessos foram
determinadas apds necropsia dos rins de animais que haviam
sido mortos cinco dias apds a infecdo. Os tecidos renais foram
fixados com paraformaldeido, incluidos em parafina, cortados
em seccgdes finas, corados com hematoxilina-eosina e as imagens
histopatoldgicas adquiridas por microscopia btica. Os
resultados sdo representativos de duas experiéncias separadas.
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FIG. 17 A-H A imunizacdo com coagulases protege os
ratinhos contra a formacdo de abcessos por S. aureus. Ratinhos
BALB/c (n=15) foram imunizados com 50 pg de Hiss-Coa, Hiss-
viWbp, Hiss-Coa e Hiss-vWbp ou simulacdo (PBS) emulsionadas com
adjuvante no dia 0 e no dia 11, e os titulos de anticorpos
foram analisados por ELISA no dia 21 (Tabela 8). No dia 21, os
animais foram provocados por injecdo de 1 x 107 UFC de S. aureus
Newman no plexo retro-orbital. A carga bacteriana e a formacéo
de abcessos foram determinadas apds necropsia dos rins de
animais que haviam sido mortos cinco dias apds a infecdo. Os
tecidos renais foram fixados com paraformaldeido, incluidos em
parafina, cortados em secc¢des finas, corados com hematoxilina-
eosina e as imagens histopatoldgicas adgquiridas por
microscopia ética. Os resultados sédo representativos de duas
experiéncias separadas.

DESCRICAO DETALHADA

O Staphylococcus aureus é um parasita da pele e das
narinas humanas e a causa principal de infecdes da corrente
sanguinea, da pele e dos tecidos moles (Klevens et al., 2007).
Os recentes aumentos dramadticos na mortalidade de doencas
estafilocédcicas sdo atribuidos a disseminacdo de estirpes de
S. aureus resistentes a meticilina (MRSA) que, com freguéncia,
ndo sdo suscetiveis aos antibidticos (Kennedy et al., 2008).
Num grande estudo retrospetivo, a incidéncia de infecdes por
MRSA representou 4,6% de todas as admissdes hospitalares nos
Estados Unidos (Klevens et al., 2007). Os custos anuais de
salde com os 94.300 individuos infetados com MRSA, nos Estados
Unidos, ultrapassaram os 2,4 mil milh&es de ddblares (Klevens
et al., 2007). A atual epidemia de MRSA precipitou uma crise
de satde publica que precisa de ser abordada através do
desenvolvimento de uma vacina preventiva (Boucher and Corey,
2008). Até a data, ndo se encontra disponivel uma vacina
aprovada pela Food and Drug Administration (FDA) que previna

as doencas por S. aureus.

Os inventores descrevem agqui a utilizacdo da proteina A,
uma proteina de superficie de estafilococos ancorada a parede
celular, para a geracdo de variantes gque podem atuar como
vacinas subunitéarias. A patogénese das infecdes

estafilocécicas tem inicio quando as bactérias invadem a pele
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ou a corrente sanguinea via traumatismo, feridas cirtrgicas ou
dispositivos médicos (Lowy, 1998) . Embora o organismo
patogénico invasor possa sofrer fagocitose e ser morto, os
estafilococos também conseguem escapar as defesas imunes
inatas e semear infecdes nos tecidos dos 6rgdos, induzindo
respostas inflamatdérias que atraem macrdéfagos, neutrdfilos e
outros fagébcitos (Lowy, 1998). A invasdo do local de infecéo
por parte das células imunes como resposta é acompanhada por
necrose de liquefacdo a medida que o hospedeiro tenta evitar
a disseminacédo estafilocdcica e permitir a remocdo dos residuos
de tecido necrdético (Lam et al., 1963). Tais lesdes podem ser
observadas por microscopia como areas hipercelulares contendo
tecido necrdético, leucdcitos e um nidus central de bactérias
(Lam et al., 1963). A ndo ser que 0s abcessos estafilocbdcicos
sejam drenados cirurgicamente e tratados com antibidticos, a
infecdo disseminada e a septicemia produzem um resultado letal
(Sheagren, 1984).

ITI. Antigénios de estafilococos

A. Proteina A de estafilococos (SpA)

Todas as estirpes de Staphylococcus aureus expressam O
gene estrutural para a proteina A (spa) (Jensen, 1958; Said-
Salim et al., 2003), um fator de viruléncia bem caracterizado
cujo produto proteico de superficie ancorado a parede celular
(SpA) engloba cinco dominiocs de 1ligacdo a imunoglobulinas
altamente homdélogos denominados E, D, A, B e C (Sjodahl, 1977).
Estes dominios apresentam uma identidade de ~80% ao nivel dos
aminodcidos, tém 56 a 61 residuos de comprimento e estédo
organizados como repeticdes em tandem (Uhlen et al., 1984). A
SpA é sintetizada como uma proteina precursora com um péptido
sinal YSIRK/GS N-terminal e um sinal de enderecamento C-
terminal com o motivo LPXTG (DeDent et al., 2008; Schneewind
et al., 1992). A proteina A ancorada a parede celular ¢é
apresentada em grande abundédncia na superficie estafilocédcica
(DeDent et al., 2007; Sjoquist et al., 1972). Cada um dos seus
dominios de ligacédo a imunoglobulinas é constituido por hélices
o antiparalelas que se disp®em num feixe de trés hélices e se
ligam ao dominio Fc¢ da imunoglobulina G (IgG) (Deisenhofer,
1981; Deisenhofer et al., 1978), a cadeia pesada VH3 (Fab) da
IgM (isto é, o recetor das células B) (Graille et al., 2000),
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ao fator de von Willebrand ao nivel do seu dominio Al [o
dominio Al de vWEF é um ligando para as plaquetas] (0'Seaghdha
et al., 2006) e ao recetor I do fator de necrose tumoral o
(TNF-o) (TNFRI) (Gomez et al., 2006), que é apresentado nas
superficies dos epitélios das vias respiratdérias (Gomez et
al., 2004; Gomez et al., 2007).

A SpA impede a fagocitose dos estafilococos por parte dos
neutré6filos através do seu atributo de ligacdo ao componente
Fc da IgG (Jensen, 1958; Uhlen et al., 1984). Além disso, a
SpA ¢é capaz de ativar a coagulacdo intravascular via a sua
ligacdo aos dominios Al do fator de von Willebrand (Hartleib
et al., 2000). As proteinas plasmaticas, como o fibrinogénio
e a fibronectina, atuam como pontes entre os estafilococos
(CIfA e CIfB) e a integrina das plaquetas GPIIb/IIIa (O'Brien
et al., 2002), uma atividade que ¢ suplementada através da
associacdo da proteina A com o dominio Al do VvWF, o que permite
que os estafilococos capturem as plaquetas através do recetor
plaquetadrio GPIb-o (Foster, 2005; 0O'Seaghdha et al., 2006). A
SpA também se liga ao TNFR1 e esta interacdo contribui para a
patogénese da pneumonia estafilocédcica (Gomez et al., 2004).
A SpA ativa a sinalizacédo pré-inflamatdria através da ativacédo
mediada pelo TNFR1 do TRAF2, da cinase p38/c-Jun, da proteina
Ccinase ativada por mitogénios (MAPK) e do fator de transcricio
Rel NF-KB. A ligacdo da SpA induz ainda a perda (shedding) de
TNFR1, uma atividade que parece necessitar da enzima de
conversdo do TNEF (TACE) (Gomez et al., 2007). Todas as
atividades da SpA supracitadas sdo mediadas através dos seus
cinco dominios de ligacédo as IgG e podem ser perturbadas pelas
mesmas substituicdes de aminodcidos, inicialmente definidas
pela sua necessidade para a interacdo entre a proteina A e a
IgGl humana (Cedergren et al., 1993.

A SpA também atua como um superantigénio das células B ao
capturar a regido Fab da IgM portadora de VH3, o recetor das
células B (Gomez et al., 2007; Goodyear et al., 2003; Goodyear
and Silverman, 2004; Roben et al., 1995). Apds uma provocacao
intravenosa, as mutacdes na proteina A (SpA) de estafilococos
revelam uma reducdo da carga estafilocdcica nos tecidos de
6brgdos e uma capacidade drasticamente reduzida para formar
abcessos (aqui descritos). Durante a infecdo com S. aureus de
tipo selvagem, formam-se abcessos no espaco de quarenta e oito
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horas, que sé&do detetdveis por microscopia ética do tecido renal
finamente seccionado e corado com hematoxilina-eosina,
inicialmente marcados por um influxo de leucédcitos
polimorfonucleares (PMN). No dia 5 da infecdo, os abcessos
aumentaram de tamanho e delimitavam uma populacdo central de
estafilococos, rodeada por uma camada de material eosinofilico
amorfo e um anel grande de PMN. A histopatologia revelou a
existéncia de necrose massiva dos PMN na proximidade do nidus
estafilocdédcico, no centro das lesdes, bem como de um manto de
fagdcitos saudéaveis. Os inventores também observaram uma coroa
de PMN necrdéticos na periferia dos abcessos, contigua a
pseudocéapsula eosinofilica que separava o tecido renal
saudavel da lesdo infeciosa. As variantes de estafilococos
desprovidas de proteina A sdo incapazes de estabelecer as
caracteristicas histopatoldgicas dos abcessos e sdo eliminadas
durante a infecédo.

0'Seaghdha et al. (2006) descrevem estudos orientados no
sentido de elucidar qual o subdominio do dominio D que se liga
ao vWE. Os autores produziram mutacdes Unicas nos subdominios
de 1ligacdo quer a Fc quer a VH3, isto é, os residuos de
aminodcidos F5A, Q9A, Q10A, F13A, Y14A, L17A, N28A, I31A, K35A,
G29A, F30A, S33A, D36A, D37A, Q40A, E47A, ou Q32A. 0Os autores
constataram que o VWE se liga ao mesmo subdominio que efetua
a ligacdo ao segmento Fc. O'Seaghda et al. definem o subdominio
do dominio D responsavel pela ligacdo a vWF, mas sdo omissos
quanto a qualgquer utilizacdo de substituicdes nos residuos
interactuantes para produzir um antigénio vacinal.

Uma proteina A recombinante e marcada por afinidade, um
polipéptido que compreende os cinco dominios de ligacdo a IgG
(EDCAB) (Sjodahl, 1977) mas é desprovido da regido X C-terminal
(Guss et al., 1984), foi purificada a partir de E. coli
recombinante e utilizada como um antigénio vacinal (Stranger-
Jones et al., 2006). Devido aos atributos da SpA ao ligar-se
a porcédo Fc da IgG, ndo foi possivel medir uma resposta imune
humoral especifica a proteina A (Stranger-Jones et al., 2006).
Os inventores ultrapassaram este obstédculo através da criacéo
de SpA-DQ9,10K;D36,37A. Ratinhos BALB/c imunizados com a
proteina A (SpA) recombinante mostraram uma protecédo
significativa contra a provocacdo intravenosa com estirpes de
S. aureus: uma reducdo de 2,951 log da carga estafilocébdcica em
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comparacdo com a proteina de tipo selvagem (P>0,005; teste t
de Student) (Stranger-Jones et al., 2006). 0Os anticorpos
especificos para a SpA podem dar origem a uma clearance
fagocitdria antes da formacdo dos abcessos e/ou influenciar a
formacdo da barreira eosinofilica nos abcessos que separa as
comunidades estafilocdécicas das células imunes, uma vez dJue
estes ndo se formam durante a infecdo com estirpes mutantes da
proteina A. Cada um dos cinco dominios da SpA (isto &, os
dominios formados a partir dos feixes de trés hélices e
denominados E, D, A, B e C) apresenta propriedades de ligacéo
similares (Jansson et al., 1998). A solucdo e a estrutura
cristalina do dominio D foram resolvidas com e sem os ligandos
Fc e VH3 (Fab), que se ligam a Proteina A de uma forma né&o
competitiva em locais distintos (Graille et al., 2000). As
mutacdes nos residuos que se sabe estarem envolvidos na ligacéo
a IgG (FS, @9, Q10, S11, F13, Y14, L17, N28, I31 e K35) também
Sd0 necesséarias para a ligacdo ao dominio Al do vWF e ao TNFRI1
(Cedergren et al., 1993; Gomez et al., 2006; O'Seaghdha et
al., 2006), ao passo gque o0s residuos importantes para a
interacdo com VH3 (Q26, G29, F30, S33, D36, D37, 040, N43,
E47) n&do parecem ter influéncia nas outras atividades de
ligacédo (Graille et al., 2000; Jansson et al., 1998). A SpA
visa especificamente um subconjunto de células B que expressam
IgM relacionadas com a familia VH3 na sua superficie, isto &,
recetores de células B do tipo VH3 (Roben et al., 1995). Ao
interagirem com a SpA, estas células B proliferam e entregam-
se a apoptose, conduzindo a uma eliminacdo preferencial e
prolongada dos linfdécitos B do tipo inato (ou seja, células B
da zona marginal e células B2 foliculares) (Goodyear et al.,
2003; Goodyear et al., 2004).

Base molecular da apresentagdo a superficie e da funcéo
da proteina A. A proteina A é sintetizada como um precursor no
citoplasma bacteriano e é segregada via o seu péptido sinal
YSIRK ao nivel da parede transversal, isto é, o septo de
divisédo celular de estafilococos (FIG. 1) (DeDent et al., 2007;
DeDent et al., 2008). Apds clivagem do sinal de enderecamento
LPXTG C-terminal, a proteina A é ancorada a reticulacgdes do
peptidoglicano bacteriano pela sortase A (Mazmanian et al.,
1999; Schneewind et al., 1995; Mazmanian et al., 2000). A
proteina A é a proteina de superficie de estafilococos mais
abundante; a molécula ¢ expressa virtualmente por todas as
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estirpes de S. aureus (Cespedes et al., 2005; Kennedy et al.,
2008; Said-Salim et al., 2003). Os estafilococos regeneram 15-
20% da sua parede celular por ciclo de divisdo (Navarre and
Schneewind, 1999). As hidrolases murinas clivam as cadeias de
glicano e os péptidos do peptidoglicano, libertando, assim,
para o meio extracelular a proteina A com o seu tetrapéptido-
dissacarideo da parede celular C-terminal acoplado (Ton-That
et al., 1999). Assim, por designio fisioldgico, a proteina A
encontra-se ancorada a parede celular e apresentada na
superficie bacteriana, mas também é libertada para os tecidos
circundantes durante a infecdo do hospedeiro (Marraffini et
al., 2006).

A proteina A captura as imunoglobulinas na superficie
bacteriana, e esta atividade bioquimica permite a fuga
estafilocbédcica as respostas 1imunes inata e adquirida do
hospedeiro (Jensen, 1958; Goodyear et al., 2004). De forma
interessante, a regido X da proteina A (Guss et al., 1984), um
dominio de repeticdo gque une os dominios de ligacdo as IgG ao
sinal de enderecamento LPXTG/&ncora da parede celular, ¢é talvez
a porcdo mais varidvel do genoma estafilocdcico (Said-Salim,
2003; Schneewind et al., 1992). Cada um dos cinco dominios de
ligacdo as imunoglobulinas da proteina A (SpA), formados por
feixes de trés hélices e denominados E, D, A, B e C, apresenta
propriedades estruturais e funcionais similares (Sjodahl,
1977; Jansson et al., 1998). A solucdo e a estrutura cristalina
do dominio D foram resolvidas com e sem os ligandos Fc e Vi3
(Fab), que se ligam a Proteina A de uma forma ndo competitiva
em locais distintos (Graille 2000).

No complexo da estrutura cristalina, o fragmento Fab
interage com a hélice II e a hélice III do dominio D por meio

de uma superficie constituida por quatro cadeias P da regido
VH (Graille 2000). O eixo principal da hélice II do dominio
D faz um angulo de aproximadamente 50° com a orientacdo das
cadeias e a porcédo inter-helicoidal do dominio D estd mais
proxima da cadeia CO. O local de interacdo no fragmento Fab é
distante da regido constante de cadeia pesada e da cadeia leve
da imunoglobulina. A interacdo envolve o0s seguintes residuos
do dominio D: Asp-36 da hélice II, Asp-37 e Gln-40 na volta
entre a hélice II e a hélice III e varios outros residuos
(Graille 2000). Ambas as superficies interatuantes sé&o
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predominantemente constituidas por cadeias laterais polares,
com trés residuos carregados negativamente no dominio D e dois
residuos carregados positivamente no 2A2 Fab enterrados pela
interacdo, proporcionando uma atracdo eletrostédtica global
entre as duas moléculas. Das c¢inco interacdes polares
identificadas entre o fragmento Fab e o dominio D, trés sé&o
entre cadeias laterais. Estabelece-se uma ponte salina entre
Arg-H19 e Asp-36 e duas ligacdes de hidrogénio entre Tyr-H59
e Asp-37 e entre Asn-H82a e Ser-33. Devido a conservacdo de
Asp-36 e Asp-37 na totalidade dos cinco dominios de ligacdo as

IgG da proteina A, os inventores mutaram estes residuos.

Os locais em SpA-D responséaveis pela ligacdo ao fragmento
Fab estdo estruturalmente separados da superficie do dominio
que medeia a ligacdo a Fcy. A interacdo de Fcy com o dominio
D envolve principalmente residuos na hélice I, com um menor
envolvimento da hélice II (Gouda et al., 1992; Deisenhofer,
1981). Com excecdo do residuo Gln-32, que representa um
contacto secundario em ambos os complexos, nenhum dos residuos
que medeia a interacdo com Fcy estd envolvido na ligacdo a
Fab. Para analisar a relacdo espacial entre estes diferentes
locais de 1ligacdo as imunoglobulinas, sobrepuseram-se oS
dominios da SpA nestes complexos para construir um modelo de
um complexo entre Fab, o SpA-dominio D e a molécula Fcy. Neste
modelo terndrio, os fragmentos Fab e Fcy formam uma sanduiche
em faces opostas da hélice II, sem sinais de impedimento
estéreo de qualquer uma das interacdes. Estas constatacdes
ilustram a forma como, apesar do seu tamanho reduzido (isto &,
56-61 aa), um dominio da SpA pode exibir simultaneamente ambas
as atividades, explicando as observacbdes experimentais de que
as interacdes do fragmento Fab com um dominio individual sé&o
ndo competitivas. Os residuos para a interacdo entre SpA-D e
Fcy sdo GIn-9 e Gln-10.

Em contraste, a ocupacdo do dominio D por parte da porcéo
Fc das IgG bloqueia a sua interacdo com o dominio Al do VWEF e
provavelmente também com o TNFR1 (O'Seaghdha et al., 2006). As
mutacdes nos residuos essenciais para a ligacdo ao fragmento
Fc das IgG (F5, Q9, Q10, S11, F13, Y14, L17, N28, I31 e K3bH)
também s&o necessiarias para a ligacdo ao dominio Al do VvWE e
ao TNFR1 (O'Seaghdha et al., 2006; Cedergren et al., 1993;
Gomez et al., 2006), ao passo que os residuos criticos para a



EP 2 414 387/PT
36

interacdo com VH3 (Q26, G29, F30, S33, D36, D37, 040, N43,
E47) ndo tém gqualquer impacto nas atividades de ligacdo de Fc
IgG, Al vWF ou TNFR1 (Jansson et al., 1998; Graille et al.,
2000). A atividade de ligacdo da proteina A ao fragmento Fab
das imunoglobulinas wvisa um subconjunto de células B qgue
expressam IgM relacionadas com a familia Vu3 na sua superficie,
isto é, estas moléculas atuam como recetores das células B do
tipo VH3 (Roben et al., 1995). Ao interagirem com a SpA, estas
células B proliferam rapidamente e depois entregam-se a
apoptose, conduzindo a uma eliminacdo ©preferencial e
prolongada dos linfdécitos B do tipo inato (ou seja, células B

da =zona marginal e células B2 foliculares) (Goodyear and
Silverman, 2004; Goodyear and Silverman, 2003). Mais de 40%

das células B circulantes sdo visadas pela interacdo da
proteina A, e a familia Vi3 representa a maior familia de
recetores das células B humanas que confere respostas humorais
protetoras contra organismos patogénicos (Goodyear and
Silverman, 2004; Goodyear and Silverman, 2003). Assim, a
proteina A atua de forma andloga aos superantigénios de
estafilococos (Roben et al., 1995), se bem gue esta ultima
classe de moléculas, por exemplo SEB, TSST-1, TSST-2, forma
complexos com o <recetor das células T para estimular
inapropriadamente respostas imunes no hospedeiro,
precipitando, dessa forma, vertentes caracteristicas das
infecdes estafilocdcicas (Roben et al., 1995; Tiedemann et
al., 1995). No seu conjunto, estas constatacdes documentam as
contribuicdes da proteina A para o estabelecimento das infecdes
estafilocdécicas e para a modulacdo das respostas imunes do
hospedeiro.

Em suma, os dominios da proteina A podem ser encarados
como possuindo duas interfaces diferentes para a ligacédo a
moléculas do hospedeiro, e qualquer desenvolvimento de vacinas
a base da proteina A necessita de considerar a producdo de
variantes que ndo perturbem a sinalizacdo celular, a agregacéo
plagquetéaria, a captura de imunoglobulinas ou a inducdo da
proliferacdo e apoptose das células B no hospedeiro. Tais
variantes da proteina A também deverdo ser Uteis ao analisar
as vacinas quanto a respetiva capacidade de producdo de
anticorpos que bloqueiem as atividades da SpA supracitadas e
ocupem o0s cinco dominios de repeticdo ao nivel das suas

interfaces de ligacdo duplas. Este objetivo é aqui articulado
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e procurado pela primeira vez, descrevendo-se métodos em
pormenor para a producdo de variantes da proteina A que podem
ser usadas como uma vacina Ssegura nos seres humanos. Para
perturbar a ligacdo ao fragmento Fcy das IgG, ao dominio Al do
vWF e ao TNFR1, as glutaminas (Q) 9 e 10 [numeracdo derivada
do dominio D da SpA conforme descrita em Uhlen et al., 1984]
foram mutadas e geraram-se substituicdes por lisina em ambas
as glutaminas, na expetativa de estas abolirem os atributos de
ligando ao nivel da primeira interface de ligacgédo. Para
perturbar a ligacdo a Va3 Fab das IgM, mutaram-se o0s aspartatos
(D) 36 e 37, em que cada um deles & necesséidrio para a associacédo
ao recetor das células B. D36 e D37 foram ambos substituidos
por alanina. As mutacdes Q9,10K e D36,37A sdo combinadas na
molécula recombinante SpA-DQ9,10K-;D36, 37A e testadas
relativamente aos atributos de ligagcdo da proteina A.
Adicionalmente, as espécies SpA-D e SpA-DQ9,10K;D36,37A sdo
sujeitas a estudos de imunizacdo em ratinhos e coelhos e
analisadas quanto a [1] producdo de anticorpos especificos (Ac
SpA-D); [2] capacidade dos Ac SpA-D para blogquear a associacédo
entre a proteina A e 0s seus quatro ligandos diferentes e [3]
atributos dos Ac SpA-D para produzir imunidade protetora contra
as infecdes estafilocdcicas (ver a seccdo Exemplos abaixo).

B. Coagulases de estafilococos

As coagulases sdo enzimas produzidas pelas bactérias
Staphylococcus que convertem o fibrinogénio em fibrina. A Coa
e a vWp ativam a protrombina sem protedlise (Friedrich et al.,
2003) . o) complexo coagulase-protrombina reconhece o)
fibrinogénio como um substrato especifico, convertendo-o
diretamente em fibrina. A estrutura cristalina do complexo
ativo revelou uma ligacdo dos dominios D1 e D2 a protrombina
e a 1insercdo da sua extremidade N-terminal Ilel-Val? no bolso
Ilel?, induzindo um sitio ativo funcional no zimogénio através
de modificacdo conformacional (Friedrich et al., 2003). O
exossitio I da o-trombina, o local de reconhecimento do
fibrinogénio, e o ©proexossitio I na protrombina estéo
bloqueados pelo D2 da Coa (Friedrich et al., 2003). Contudo,
a associacdo do complexo (Coa-protrombina)., tetramérico liga o
fibrinogénio num local novo com alta afinidade (Panizzi et
al., 20060). Este modelo explica as propriedades coagulantes e
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a conversdo eficiente do fibrinogénio pela coagulase (Panizzi
et al., 2006).

O fibrinogénio é uma glicoproteina grande (Mr ~ 340.000),

formada por trés pares de cadeias Aa, BB e y ligados
covalentemente para formar um “dimero de trimeros”, onde A e
B designam os fibrinopéptidos libertados pela clivagem com
trombina (Panizzi et al., 2006). A molécula alongada enrola-
se em trés dominios separados: um fragmento E central que
contém as extremidades N-terminais da totalidade das seis
cadeias e dois fragmentos D flanqueantes constituidos

essencialmente pelas extremidades C-terminais das cadeias Bf

e y. Estes dominios globulares estdo ligados por estruturas
compridas de tripla hélice. Os complexos coagulase-
protrombina, que convertem o fibrinogénio humano na fibrina
autopolimerizédvel, nédo sdo visados pelos inibidores da
trombina circulante (Panizzi et al., 2006). Assim, as
coagulases de estafilococos contornam a via de coagulacéo

sanguinea fisioldgica.

Todas as estirpes de S. aureus segregam coagulase e vWbp
(Bjerketorp et al., 2004; Field and Smith, 1945). Embora os
trabalhos iniciais referissem contribuicdes importantes da
coagulase para a patogénese das infecdes estafilocdbdcicas
(Ekstedt and Yotis, 1960; Smith et al., 1947), investigacdes
mais recentes com ferramentas de genética molecular
questionaram esta perspetiva ao ndo observarem fendtipos de
viruléncia com modelos de endocardite, abcessos cuténeos e
mastite em ratinhos (Moreillon et al., 1995; Phonimdaeng et
al., 1990). Gerando variantes isogénicas de S. aureus Newman,
um isolado clinico totalmente virulento (Duthie et al., 1952),
descreve-se aqui que ogs mutantes coa apresentam efetivamente
defeitos ao nivel da viruléncia num modelo de bacteriemia letal
e abcessos renais em ratinhos. Na experiéncia dos inventores,
a estirpe S. aureus 8325-4 ndo ¢é totalmente virulenta,
presumindo-se que as lesdes mutacionais nesta estirpe nédo sejam
capazes de revelar defeitos ao nivel da viruléncia in vivo.
Além disso, os anticorpos produzidos contra Coa ou vWbp
perturbam a patogénese das infecdes por S. aureus Newman numa
extensdo equivalente ao impacto das delecdes génicas. A Coa e
a viWbp contribuem para a formacgdo dos abcessos estafilocédcicos
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e a bacteriemia letal e também poderdo atuar como antigénios

protetores em vacinas subunitérias.

Os estudos biogquimicos documentam o valor bioldgico dos
anticorpos contra Coa e vWbp. Ao ligarem o antigénio e
bloquearem a sua associacdo aos fatores de coagulacdo, os
anticorpos previnem a formacdo dos complexos Coa-protrombina
e vWbp-protrombina. 0Os estudos de transferéncia passiva
revelaram uma protecgdo dos animais experimentais contra a
formacdo de abcessos estafilocdcicos e a provocacdo letal por
anticorpos anti-Coa e anti-vWbp. Assim, 08 anticorpos
neutralizantes de Coa e vWbp geram uma protecdo imune contra
a doenca estafilocédcica.

Estudos prévios revelaram a necessidade da coagulase para
resistir a fagocitose no sangue (Smith et al., 1947), e os
inventores observaram um fendétipo similar para os mutantes
Acoa em sangue de ratinho tratado com lepirudina (ver o Exemplo
3 abaixo). Como a vWbp apresenta maior afinidade para a
protrombina humana do que para a homéloga de ratinho, suspeita-
se gue O mesmo possa acontecer para as variantes AviWbp no
sangue humano. Além disso, a expressdo de Coa e vVvWbp nos
abcessos, assim como a sua distribuicdo surpreendente na
pseudocéapsula eosinofilica que rodeia as comunidades do
abcesso estafilocdécico ou na parede periférica de fibrina,
sugerem que as coagulases segregadas contribuem para o
estabelecimento destas lesdes. Esta hipbdtese foi testada e, de
facto, os mutantes Acoa mostraram-se defeituosos em termos do
estabelecimento de abcessos. Um teste correspondente, que
bloqueia a funcdo da Coa com anticorpos especificos, produziu
o mesmo efeito. Consequentemente, é proposto que a coagulacédo
da fibrina é um acontecimento critico no estabelecimento dos
abcessos estafilocédcicos que podem ser visados para o
desenvolvimento de vacinas protetoras. Devido a sua
sobreposicdo de funcdes na protrombina humana, tanto a Coa
como a vWbp sdo consideradas excelentes candidatas para o
desenvolvimento de vacinas.

C. Outros antigénios de estafilococos

A investigacdo efetuada ao longo das uUltimas décadas
identificou exotoxinas, proteinas de superficie e moléculas
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reguladoras de S. aureus como fatores importantes de viruléncia
(Foster, 2005; Mazmanian et al., 2001; Novick, 2003). Fez-se
muito progresso relativamente a regulacdo destes genes. Por
exemplo, os estafilococos realizam um censo bacteriano através
da secrecédo de péptidos autoindutores que se ligam a um recetor
cognato a uma concentracdo de limiar, ativando desta forma
reacdes de transferéncia de fosfato (phosphorelay) e a ativacéo
transcricional de muitos dos genes de exotoxinas (Novick,

2003). A patogénese das infecdes estafilocdcicas assenta
nestes fatores de viruléncia (exotoxinas segregadas,
exopolissacarideos e adesinas de superficie). O

desenvolvimento de vacinas estafilocbdcicas ¢é travado pela
natureza multifacetada dos mecanismos de invaséao
estafilocdcica. Estd bem estabelecido que os microrganismos
vivos atenuados constituem vacinas extremamente eficazes; as
respostas imunes desencadeadas por estas vacinas sdo
frequentemente de maior magnitude e maior duracdo que aquelas
produzidas por imunogénios ndo replicantes. Uma explicacao
para esta constatacdo poderd ser o facto de as estirpes vivas
atenuadas estabelecerem infec¢des limitadas no hospedeiro e
mimetizarem as etapas 1iniciais da infecdo natural. As
concretizacdes do invento referem-se a composicdes e métodos
que incluem polipéptidos e péptidos variantes da SpA, assim
como outras proteinas, polipéptidos e péptidos extracelulares
imunogénicos (incluindo proteinas ou péptidos tanto segregados
como de superficie celular) de bactérias gram-positivas, para
utilizacdo na mitigacdo ou na imunizacdo contra a infecdo. Em
concretizacdes particulares, a bactéria é uma bactéria do tipo
estafilococos. As proteinas, polipéptidos ou péptidos
extracelulares incluem, mas ndo estdo limitados a, proteinas
segregadas e de superficie celular das bactérias visadas.

0 organismo patogénico humano S. aureus segrega EsxA e
EsxB, duas proteinas do tipo ESAT-6, a volta do envelope
bacteriano (Burts et al., 2005, que é aqui incorporado por
meio de referéncia). 0s genes esxA e esxB de estafilococos
estdo agrupados com seis outros genes na ordem de transcrigédo:
esxA esaA essA esaB essB essC esaC esxB. 0s acrdénimos esa, ess
e esx significam secrecdo de ESAT-6 (es): acessdédria (a),
sistema (s) e extracelular (x), respetivamente, dependendo de
as proteinas codificadas desempenharem um papel acessdrio

(esa) ou direto (ess) na secrecdo ou serem segregadas (esx) no
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meio extracelular. O aglomerado completo de oito genes é aqui
designado por aglomerado Ess. EsxA, esxB, essA, essB e essC
sdo todos necessarios para a sintese ou secrecdo de EsxA e
EsxB. Os mutantes que ndo conseguem produzir EsxA, EsxB e EssC
apresentam defeitos ao nivel da patogénese dos abcessos murinos
de S. aureus, sugerindo que este sistema de secrecédo
especializado poderd ser uma estratégia geral da patogénese
bacteriana humana. A secrecdo de substratos ndo-WXGl00 pela
via ESX-1 foi referida para varios antigénios, incluindo EspA,
EspB, Rv3483c e Rv36l5c (Fortune et al., 2005; MacGurn et al.,
2005; McLaughlin et al., 2007; Xu et al., 2007). Foi também
demonstrado que a via ESX-5 alternativa segrega tanto proteinas
WXG100 como ndo-WXG100 em micobactérias patogénicas (Abdallah
et al., 2007; Abdallah et al., 2006).

A via Ess de Staphylococcus aureus pode ser encarada como
um mdédulo de secrecdo equipado com componentes de transporte
esgspecializados (Ess), fatores acessdrios (Esa) e substratos de
secrecdo cognatos (Esx). EssA, EssB e EssC sdo necessarias
para a secrecdo de EsxA e EsxB. Como se prevé que EssA, EssB
e EssC sejam proteinas transmembranares, pondera-se gque estas
proteinas formem um aparelho de secrecdo. Algumas das proteinas
no aglomerado de genes ess poderdo transportar ativamente os
substratos segregados (atuando como motor) ao passo que outras
poderdo regular o transporte (regulador). A regulacdo poderé
ser obtida mediante, embora n&o precise de estar limitada a,
mecanismos transcricionais ou pds-traducionais para 0s
polipéptidos segregados, o enderecamento de substratos
especificos para locais definidos (por exemplo, meio
extracelular ou células hospedeiras) ou o timing de eventos de
secrecdo durante a infecdo. Neste momento, ndo é claro se todas
as proteinas Esx segregadas atuam como toxinas ou contribuem
indiretamente para a patogénese.

Os estafilococos confiam na adesdo as células hospedeiras
mediada por proteinas de superficie ou na invasdo dos tecidos
como estratégia de fuga as defesas imunes. Além disso, S.
aureus utiliza proteinas de superficie para capturar ferro do
hospedeiro durante a infecdo. A maioria das proteinas de
superficie envolvidas na patogénese estafilocdcica transporta
sinais de enderecamento C-terminais, isto ¢é, sdo ligados

covalentemente ao envelope da parede celular por uma sortase.
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Adicionalmente, as estirpes estafilocdcicas desprovidas dos
genes necessarios para a ancoragem de proteinas de superficie,
ou seja, a sortase A e B, apresentam um defeito dramatico ao
nivel da viruléncia em varios modelos de ratinho de doenca
diferentes. Assim, os antigénios do tipo ©proteinas de
superficie constituem um alvo vacinal validado, uma vez gue oS
genes correspondentes sdo essenciais para o desenvolvimento da
doenca estafilocdécica e podem ser explorados em varias
concretizacdes do invento. A superfamilia de enzimas sortase
consiste em transpeptidases Gram-positivas responsaveis pela
ancoragem dos fatores de viruléncia do tipo proteinas de
superficie a camada de peptidoglicano da parede celular. Foram
identificadas duas isoformas de sortases em Staphylococcus
aureus: SrtA e SrtB. Foi demonstrado que estas enzimas
reconhecem um motivo LPXTG nas proteinas que constituem o seu
substrato. A isoforma SrtB parece ser importante na aquisicéo
de ferro heme e na homeostasia do ferro, ao passo que a isoforma
SrtA desempenha um papel critico na patogénese das bactérias
Gram-positivas, ao modular a capacidade da bactéria para aderir
ao tecido do hospedeiro via a ancoragem covalente de adesinas
e outras proteinas ao peptidoglicano da parede celular. Em
determinadas concretizacgdes, as variantes da SpA aqui
descritas podem ser usadas em combinacdo com outras proteinas
de estafilococos, tais como as proteinas Coa, Eap, Ebh, Emp,
EsaC, EsaB, EsxA, EsxB, Hla, SdrC, SdrD, SdrE, IsdA, IsdB,
ClfA, Cl1lfB, IsdC, SasF, vWbp e/ou vWh.

Determinados aspetos do invento incluem métodos e
composicdes relacionados com composicdes proteindceas que
compreendem polipéptidos, péptidos ou 4acidos nucleicos
codificando variante(s) da SpA e outros antigénios de
estafilococos, tais como outras proteinas transportadas pela
via Ess ou substratos da sortase. Estas proteinas poderdo ser
modificadas por delecdo, insercdo e/ou substituicédo.

Os polipéptidos Esx incluem a sequéncia de aminoéacidos
das proteinas Esx de bactérias do género Staphylococcus. A
sequéncia de Esx poderd ser de uma espécie particular de
estafilococos, como Staphylococcus aureus, e poderd ser de uma
estirpe particular, como Newman. Em determinadas

concretizacdes, a sequéncia de EsxA & SAV0282 da estirpe Mub0
(que é a mesma sequéncia de aminoadcidos para Newman) e pode
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ser acedida utilizando o numero de acesso do Genbank Q99WU4
(gi]68565539). Noutras concretizacdes, a sequéncia de EsxB é
SAV0290 da estirpe MuS50 (que ¢ a mesma sequéncia de aminoacidos
para Newman) e pode ser acedida utilizando o numero de acesso
do Genbank Q99WT7 (gi|68565532). Em concretizacdes adicionais,
é possivel utilizar outros polipéptidos transportados pela via
Ess, cujas sequéncias poderdo ser identificadas por um perito
na especialidade wutilizando bases de dados e <recursos
acessiveis na Internet.

Os polipéptidos que constituem substratos da sortase
incluem, embora ndo exclusivamente, a sequéncia de aminoacidos
das proteinas SdrC, SdrD, SdrE, IsdA, IsdB, ClfA, ClfB, IsdC
ou SasF de bactérias do género Staphylococcus. A sequéncia do
polipéptido gque constitui um substrato da sortase poderéd ser
de uma espécie particular de estafilococos, como
Staphylococcus aureus, € poderd ser de uma estirpe particular,
como Newman. Em determinadas concretizacdes, a sequéncia de
SdrD é da estirpe N315 e pode ser acedida utilizando o nuUmero
de acesso do Genbank NP 373773.1 (gi]15926240). Noutras
concretizacdes, a sequéncia de SdrE é da estirpe N315 e pode
ser acedida wutilizando o numero de acesso do Genbank
NP 373774.1 (gi|15926241). Noutras concretizacdes, a sequéncia
de IsdA é SAV1130 da estirpe Mub0 (que é a mesma sequéncia de
aminoadcidos para Newman) e pode ser acedida utilizando o numero
de acesso do Genbank NP 371654.1 (gi]15924120). Noutras
concretizacdes, a sequéncia de IsdB é SAV1129 da estirpe Mub0
(que é a mesma sequéncia de aminoédcidos para Newman) e pode
ser acedida wutilizando o numero de acesso do Genbank
NP 371653.1 (gi[15924119). Em concretizacdes adicionails, &
possivel utilizar outros polipéptidos transportados pela via
Ess ou processados pela sortase, cujas sequéncias poderdo ser
identificadas por um perito na especialidade utilizando bases
de dados e recursos acessiveis na Internet.

Exemplos de varias proteinas que podem ser usadas no
contexto do presente invento podem ser identificados por meio
de andlise das submissbdes de genomas bacterianos em bases de
dados, incluindo, mas ndo exclusivamente, o0s numeros de acesso
NC 002951 (GI:57650036 e GenBank CP000040), NC 002758
(GI:57634611 e GenBank BAQ000017), NC 002745 (GI:29165615 e
GenBank BA000018), NC 003923 (GI:21281729 e GenBank BA000033),



EP 2 414 387/PT
44

NC 002952 (GI:49482253 e GenBank BX571856), NC 002953
(GI:49484912 e GenBank BX571857), NC 007793 (GI:87125858 e
GenBank CP000255), NC 007795 (GI:87201381 e GenBank CP000253).

Tal como o termo ¢ aqui utilizado, uma “proteina” ou
“polipéptido” refere-se a uma molécula compreendendo pelo
menos dez residuos de aminoacidos. Nalgumas concretizacdes,
utiliza-se uma versdo de tipo selvagem de uma proteina ou
polipéptido. Contudo, em muitas concretizag¢des do invento,
utiliza-se uma proteina ou polipéptido modificado para gerar
uma resposta imune. Os termos descritos acima poderdo ser
empregues indistintamente. Uma ‘“proteina modificada” ou
“polipéptido modificado” ou uma “wariante” refere-se a uma
proteina ou polipéptido cuja estrutura quimica,
particularmente a sua sequéncia de aminoadcidos, esta alterada
em relacdo a proteina ou polipéptido de tipo selvagem. Nalgumas
concretizacdes, uma proteina ou polipéptido
modificado/variante possul pelo menos uma atividade ou funcéo
modificada (reconhecendo-se gque as proteinas ou polipéptidos
poderéo ter multiplas atividades ou funcodes) . Esté
especificamente contemplado que uma proteina ou polipéptido
modificado/variante possa estar alterado em relacdo a uma
atividade ou funcdo, mas conserve uma atividade ou funcdo de
tipo selvagem noutros aspetos, como a imunogenicidade.

Em determinadas concretizacdes, o tamanho de uma proteina
ou polipéptido (tipo selvagem ou modificado) poderéa
compreender, mas ndo estd limitado a, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11,
12, 13, 14, 15, 1le, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 20,
27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 3¢, 37, 38, 39, 40, 41,
42, 43, 44, 45, 4o, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56,
57, 58, 59, 60, 01, 62, 63, 064, 65, 66, 67, 68,-069, 70, 71,
72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86,
87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100, 110,
120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190, 200, 210, 220, 230,
240, 250, 275, 300, 325, 350, 375, 400, 425, 450, 475, 500,
525, 550, 575, 600, 625, 650, 675, 700, 725, 750, 775, 800,
825, 850, 875, 900, 925, 950, 975, 1000, 1100, 1200, 1300,
1400, 1500, 1750, 2000, 2250, 2500 ou mais moléculas amino, e
qualquer intervalo dai derivéavel, ou derivado de uma sequéncia
amino correspondente aqui descrita ou referenciada. Estéa

contemplado que o0s polipéptidos possam ser mutados por
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truncamento, tornando-os mais curtos do que a sua forma de
tipo selvagem correspondente, mas também gque possam ser
alterados mediante a fusdo ou conjugagdo com uma sequéncia
proteica heterdloga com uma funcdo particular (por exemplo,
para direcionamento ou localizacdo, para uma imunogenicidade
reforcada, para efeitos de purificacdo, etc.).

Tal como o termo é agqui utilizado, uma “molécula amino”
refere-se a qualquer aminoacido, derivado de aminocacido ou
mimético de aminodcido conhecido na técnica. Em determinadas
concretizacdes, os residuos da molécula proteindcea sé&o
sequenciais, sem qualquer molécula de tipo nédo-amino a
interromper a sequéncias de residuos de moléculas amino.
Noutras concretizacdes, a sequéncia poderd compreender um ou
mais grupos de moléculas de tipo nédo-amino. Em concretizacdes
particulares, a sequéncia de residuos da molécula proteinédcea
poderd estar interrompida por um ou mais grupos de moléculas
de tipo ndo-amino.

Por conseguinte, o termo “composicdo proteindcea” engloba
sequéncias de moléculas amino compreendendo pelo menos um dos
20 aminoacidos comuns em proteinas sintetizadas naturalmente,
ou pelo menos um aminodcido modificado ou pouco usual.

As composicbes proteindceas poderdo ser produzidas por
qualguer técnica conhecida pelos peritos na especialidade,
incluindo (i) a expressdo de proteinas, polipéptidos ou
péptidos através de técnicas de biologia molecular padréao,
(ii) o isolamento de compostos proteindceos a partir de fontes
naturais ou (iii) a sintese guimica de materiais proteinéceos.
As sequéncias nucleotidicas, assim como as sequéncias
proteicas, polipeptidicas e peptidicas para varios genes foram
previamente divulgadas e poderdo ser encontradas nas bases de
dados computorizadas reconhecidas. Umas dessas bases de dados
sd0 as bases de dados Genbank e GenPept do Centro Nacional de
Informacdes sobre Biotecnologia (na Internet em
ncbi.nlm.nih.gov/). As regides codificantes destes genes
poderdo ser amplificadas e/ou expressas utilizando as técnicas
aqui divulgadas ou formas conhecidas pelos peritos na
especialidade.
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As variantes ao nivel da sequéncia de aminoédcidos da SpA,
coagulases e outros polipéptidos do invento poderdo ser
variantes de substituicdo, insercdo ou delecdo. Uma variacéo
num polipéptido do invento poderéd afetar 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8, 9, 10,11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23,
24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38,
39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 4o, 47, 48, 49, 50 ou mais
aminoacidos contiguos ou ndo contiguos do polipéptido, em
comparacdo com o tipo selvagem. Uma variante pode compreender
uma sequéncia de aminodcidos que é pelo menos 50%, 60%, 70%,
80% ou 90%, incluindo todos os valores e intervalos
intermédios, idéntica a qualquer sequéncia aqui
disponibilizada ou referenciada, por exemplo, SEQ ID NO:2-8 ou
SEQ ID NO:11-30. Uma variante pode incluir 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8, 9, 110, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 ou mais
aminodcidos substitutos. A wutilizacdo de um polipéptido
processado ou segregado pela via Ess ou de outras proteinas de
superficie (ver a Tabela 1) ou de substratos da sortase
oriundos de qualquer espécie e estirpe de estafilococos, em
composicles e métodos aqui descritos, estd contemplada.

As variantes de delecdo sdo tipicamente desprovidas de um
ou mais residuos da proteina nativa ou de tipo selvagem. E
possivel eliminar residuos individuais ou um certo numero de
aminodcidos contiguos. Pode introduzir-se um coddo stop (por
substituicdo ou insercdo) numa sequéncia de &acidos nucleicos
codificante para gerar uma proteina truncada. Os mutantes de
insercdo normalmente envolvem a adicdo de material num ponto
ndo terminal do polipéptido. Isto poderd incluir a insercédo de
um ou mais residuos. Também & possivel gerar adicdes terminais,
que recebem o nome de proteinas de fusdo. Estas proteinas de
fusdo incluem multimeros ou concatdmeros de um ou mais péptidos
ou polipéptidos aqui descritos ou referenciados.

As variantes de substituicdo compreendem tipicamente a
troca de um aminodcido por outro num ou mais sitios da
proteina, e poderdoc ser concebidas para modular uma ou mais
propriedades do polipéptido, com ou sem a perda de outras
funcdes ou propriedades. As substituicdes poderdo ser
conservativas, isto é, um aminodcido ¢ substituido por outro
de forma e carga similares. As substituic¢cdes conservativas séao

bem conhecidas na técnica e incluem, por exemplo, as trocas
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de: alanina por serina; arginina por lisina; asparagina por
glutamina ou histidina; aspartato por glutamato; cisteina por
serina; glutamina por asparagina; glutamato por aspartato;
glicina por prolina; histidina por asparagina ou glutamina;
isoleucina por leucina ou valina; leucina por valina ou
isoleucina; 1lisina por arginina; metionina por leucina ou
isoleucina; fenilalanina por tirosina, leucina ou metionina;
serina por treonina; treonina por serina; triptofano por
tirosina; tirosina por triptofano ou fenilalanina; e valina
por isoleucina ou leucina. Em alternativa, as substituicdes
poderdo ser ndo conservativas, de modo gque uma funcdo ou
atividade do polipéptido é afetada. As trocas ndo conservativas
envolvem normalmente a substituicdo de um residuo por outro
que é gquimicamente diferente, tal como um aminocdcido polar ou
carregado por um aminodcido ndo polar ou ndo carregado, e vice-
versa.

Tabela 1. Exemplos de proteinas de superficie de estirpes de
S. aureus

SAV n.° |SA n.° |Superficie | MW2 [Mu50|N315|Newman | MRSA252* [MSSA476*
SAV0111 [sSAa0107 Spa 492 | 450 | 450 520 516 492
SAV2503 [SAa2291 FnBPA 1015110381038 741 - 1015
SAV2502 |SA2290 FnBPB 943 | 961 | 961 677 965 957
SAV0811 [SAQ742 Clfa 946 | 935 ] 989 933 1029 928
SAV2630 |SA2423 ClfB 907 | 877 | 877 913 873 905
Np Np Cna 1183 - - - 1183 1183
SAV0561 [SA0519 SdrC 955 | 953 | 953 947 906 957
SAV0562 [SA0520 SdrD 1347]11385]1385] 1315 - 1365
SAV0563 |SA0521 SdrE 1141114111141 1166 1137 1141
Np Np Pls - - - - - -
SAV2654 |SA2447 SasA 2275122712271 2271 1351 2275
SAV2160 |SA1964 SasB 686 |248112481| 2481 2222 685
SA1577 SasC 2186|213 |2186| 2186 2189 2186
SAV0134 |SA0129 SasD 241 | 241 | 241 241 221 241
SAV1130 [SA0977 | SasE/IsdA | 350 | 350 | 350 350 354 350
SAV2646 [SA2439 SasF 635 ]| 635 | 635 635 627 635
SAV2496 SasG 1371 525 | 927 - - 1371
SAV0023 [sAa0022 SasH 772 - 772 772 786 786
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SAV n.° |SA n.° |Superficie | MW2 [Mu50|N315|Newman |MRSA252* [MSSA476*
SAV1731 [SA1552 SasI 895 (891 | 891 891 534 895
SAV1129 [SA0976 | SasJ/IsdB | 645 | 645 | 645 645 652 645
SA2381 SasK 198 | 211 | 211 - - 197
Np SasL - 232 - - - -
SAV1131 [SA0978 IsdC 227 | 227 | 227 227 227 227

As proteinas do invento poderdo ser recombinantes ou
sintetizadas in vitro. Em alternativa, uma proteina
recombinante ou ndo recombinante poderd ser isolada a partir
de bactérias. Estd igualmente contemplado gque uma bactéria
contendo tal variante possa ser implementada em composicdes e
métodos do invento. Por conseguinte, uma proteina ndo precisa
de ser isolada.

O termo “coddo funcionalmente equivalente” ¢é aqui
utilizado para designar os coddes que codificam o mesmo
aminodcido, tais como os seis coddes para a arginina ou a
serina, e também designa os coddes que codificam aminocécidos
biologicamente equivalentes (ver a Tabela 2, abaixo).

Tabela 2. Tabela de coddes

Aminoacidos Coddes
Alanina Ala A GCA GCC GCG GCU
Cisteina Cys C UGC UGU

Acido aspartico Asp D GAC GAU

Acido glutémico Glu E GAA GAG
Fenilalanina Phe F UuC UUU

Glicina Gly G GGA GGC GGG GGU
Histidina His H CAC CAU

Isoleucina Ile I AUA AUC AUU

Lisina Lys K AAA AAG

Leucina Leu L UUA UUG CUA CUC CUG CUU
Metionina Met M AUG

Asparagina Asn N AAC AAU

Prolina Pro P CCA CCC CCG Cccu
Glutamina Gln O CAA CAG
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Aminoacidos Coddes
Arginina Arg R AGA AGG CGA CGC CGG CGU
Serina Ser S AGC AGU UCA UCC UCG UCU
Treonina Thr T ACA ACC ACG ACU
Valina Val \Y% GUA GUC GUG GUU
Triptofano Trp W UGG
Tirosina Tyr Y UAC UAU

Entender-se-4 igualmente que as sequéncias de aminoéacidos
e acidos nucleicos poderdo incluir residuos adicionais, tais
como aminoacidos N- ou C-terminais adicionais ou sequéncias 5’
ou 3’ adicionais, respetivamente, e ainda serem essencialmente
conforme apresentadas numa das sequéncias aqui divulgadas,
desde que a sequéncia satisfaca os critérios expostos acima,
incluindo a manutencdo da atividade bioldégica da proteina (por
exemplo, a imunogenicidade), no que diz respeito a expresséo
da proteina. A adicdo de sequéncias terminais aplica-se
particularmente as sequéncias de 4cidos nucleicos, que
poderéo, por exemplo, incluir varias sequéncias n&o
codificantes flanqueando qualquer uma das porc¢des 5’ ou 3’ da
regido codificante.

O que se segue é uma discussdo baseada na modificacédo dos
aminodcidos de uma proteina para criar um polipéptido ou
péptido variante. Por exemplo, determinados aminoacidos
poderdo ser substituidos por outros aminodcidos numa estrutura
proteica, com ou sem perda aprecidvel da capacidade de ligacéo
interativa com estruturas como, por exemplo, as regides de
ligacdo ao antigénio de anticorpos ou os sitios de ligacdo em
moléculas de substrato. Como é a capacidade interativa e a
natureza de uma proteina que definem a atividade funcional
dessa proteina, é possivel efetuar determinadas substituicdes
de aminodcidos numa sequéncia proteica, e na sua sequéncia de
ADN codificante subjacente, e ainda assim produzir uma proteina
com uma propriedade desejavel. A possibilidade de efetuar
vadrias modificacdes nas sequéncias de ADN dos genes é, pois,
contemplada pelos inventores.

Estd contemplado que, nas composicdes do invento, exista
entre cerca de 0,001 mg e cerca de 10 mg de polipéptido,
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péptido e/ou proteina total por ml. A concentracdo de proteina
numa composicdo pode ser cerca de, pelo menos cerca de ou ndo
mais de cerca de 0,001; 0,010; 0,050; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5;
0,6, 0,7; 0,8; 0,9; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 3,5; 4,0; 4,5;
5,0; 5,5; 6,0; 6,5; 7,0; 7,5; 8,0; 8,5; 9,0; 9,5; 10,0 mg/ml
ou mais (ou gqualquer intervalo dai derivéavel). Desta, cerca
de, pelo menos cerca de ou ndo mais de cerca de 1, 2, 3, 4, 5,
o, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 1e¢, 17, 18, 19, 20, 21,
22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36,
37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 40, 47, 48, 49, 50, 51,
52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62,63, 64, 65, 66, 67,
68, ©9, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82,
83, 84, 85, 8¢, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97,
98, 99 ou 100% poderéd ser uma variante da SpA ou uma coagulase
e poderd ser usada em combinacdo com outros péptidos ou
polipéptidos, tais como outros péptidos e/ou antigénios
bacterianos.

O presente invento contempla a administracdo de
polipéptidos ou péptidos variantes da SpA para realizar uma
terapia preventiva ou obter um efeito terapéutico contra o
desenvolvimento de uma doenca ou afecdo associada a infecéo
por um organismo patogénico do tipo estafilococos.

Em determinados aspetos, utilizam-se combinacdes de
antigénios de estafilococos na producdo de uma composSicao
imunogénica que é eficaz no tratamento ou prevencdo da infecédo
estafilocédcica. As infecdes estafilocdbdcicas progridem através
de véarias etapas diferentes. Por exemplo, o ciclo de vida
estafilocécico envolve a colonizacdo pelo parasita, a
iniciacdo da infecdo mediante o acesso a tecidos adjacentes ou
a corrente sanguinea e/ou a multiplicacdo anaerdbica no sangue.
A interacdo entre os determinantes de viruléncia de S. aureus
e o0s mecanismos de defesa do hospedeiro pode induzir
complicacdes, tais como endocardite, formacdo de abcessos
metastidticos e sindrome de sépsis. Diferentes moléculas na
superficie da bactéria estdo envolvidas em diferentes passos
do ciclo de infecdo. As combinacdes de determinados antigénios
podem desencadear uma resposta 1imune que protege contra
diferentes etapas da infecdo estafilocédcica. A eficécia da
resposta imune pode ser medida em ensaios com modelos animais

e/ou utilizando um ensaio de opsonofagocitose.
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D. Polipéptidos e produgdo de polipéptidos

O presente invento descreve polipéptidos, péptidos,
proteinas e seus fragmentos imunogénicos para utilizar em
vadrias concretizacdes do presente invento. Por exemplo,
polipéptidos especificos sdo analisados gquanto a uma resposta
imune ou utilizados para desencadear uma resposta imune. Em
concretizacdes especificas, a totalidade ou parte das
proteinas do invento também podem ser sintetizadas em solucdo
ou num suporte sélido de acordo com técnicas convencionais.
Encontram-se disponiveis comercialmente varios sintetizadores
automadticos que podem ser usados de acordo com protocolos
conhecidos. Ver, por exemplo, Stewart & Young, (1984); Tam et
al., (1983); Merrifield, (1986); e Barany & Merrifield (1979).

Em alternativa, é possivel utilizar a tecnologia de ADN
recombinante, em gque uma sequéncia nucleotidica que codifica
um péptido do invento ¢ inserida num vetor de expressdo,
transformada ou transfetada numa célula hospedeira apropriada
e cultivada em condic¢bdes adequadas para ocorrer expresséo.

Uma concretizacdo do invento inclui o uso da transferéncia
génica para células, incluindo microrganismos, para a producdo
e/ou apresentacdo de polipéptidos ou péptidos. O gene para o
polipéptido ou péptido de interesse poderd ser transferido
para células hospedeiras apropriadas, seguido de cultura das
células nas condicdes adequadas. A geracdo de vetores de
expressdo recombinantes, e os elementos neles incluidos, sé&o
bem conhecidos na técnica e sdo aqui brevemente discutidos. Em
alternativa, a proteina que se pretende produzir poderd ser
uma proteina enddgena normalmente sintetizada pela célula, gque
é isolada e purificada.

Outra concretizacdo do presente invento utiliza linhas
celulares de linfécitos B autdlogos, que sdo transfetadas com
um vetor viral que expressa um produto imunogénico e, mais
especificamente, uma proteina que possui atividade
imunogénica. Outros exemplos de linhas celulares de
hospedeiros mamiferos incluem, mas n&do exclusivamente, as
células Vero e Hela, outras linhas de células B e T, como CEM,
721.221, H9, Jurkat e Raji, assim como as linhas celulares de
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células de ovéario de hamster chinés, W138, BHK, C0S-7, 293,
HepG2, 3T3, RIN e MDCK. Adicionalmente, poderd selecionar-se
uma estirpe de célula hospedeira que module a expressdo das
sequéncias inseridas ou que modifique e processe o produto
génico da forma desejada. Semelhantes modificacdes (por
exemplo, glicosilacdo) e processamento (por exemplo, clivagem)
dos produtos proteicos poderdo ser importantes para a funcéo
da proteina. Diferentes células hospedeiras possuem mecanismos
caracteristicos e especificos para efetuar o processamento e
a modificacdo pés-traducionais das proteinas. E possivel
escolher linhas celulares ou sistemas hospedeiros apropriados
para garantir a correta modificacdo e processamento da proteina
externa expressa.

E possivel utilizar varios sistemas de selecdo incluindo,
embora ndo exclusivamente, o0s genes da timidina-cinase,
hipoxantina/guanina-fosforribosiltransferase e adenina-
fosforribosiltransferase do VHS, em células tk-, hgprt- ou
aprt-, respetivamente. A resisténcia a antimetabolitos também
pode ser usada como base de selecdo: para dhfr, que confere
resisténcia a trimetoprim e metotrexato; gpt, que confere
resisténcia ao acido micofendlico; neo, que confere
resisténcia ao aminoglicdsido G418; e hygro, que confere
resisténcia a higromicina.

As células animais podem ser propagadas in vitro de duas
formas: como células ndo dependentes de ancoragem, crescendo
em suspensdo por todo o volume da culta, ou como células
dependentes de ancoragem, que necessitam da ligacdo a um
substrato sélido para a sua propagacido (isto &, um tipo de
crescimento celular em monocamada) .

As culturas em suspensdo, ou ndo dependentes de ancoragem,
de linhas celulares estabelecidas (continuas) constituem o
meio usado mais amplamente para a producdo em grande escala de
células e produtos celulares. Contudo, as células crescidas em
suspensdo tém limitacdes, tais como potencial tumorigénico e
uma menor producdo de proteinas do que as células aderentes.

Quando uma proteina é aqui especificamente mencionada, a
referéncia ¢é preferencialmente a uma proteina nativa ou

recombinante ou, opcionalmente, a uma proteina em que qualquer
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sequéncia de sinal foi removida. A proteina poderéd ser isolada
diretamente a partir da estirpe de estafilococos ou produzida
por técnicas de ADN recombinante. Os fragmentos imunogénicos
da proteina poderdo ser incorporados na composicdo imunogénica
do invento. Estes sdo fragmentos que compreendem pelo menos 10
aminodcidos, 20 aminodcidos, 30 aminodcidos, 40 aminoéacidos,
50 aminoé&cidos ou 100 aminoédcidos, incluindo todos os valores
e intervalos intermédios, retirados contiguamente da sequéncia
de aminocdcidos da proteina. Além disso, tais fragmentos
imunogénicos sdo imunologicamente reativos com anticorpos
gerados contra as proteinas estafilocdcicas ou com anticorpos
gerados através da infecdo de um hospedeiro mamifero com
estafilococos. 0Os fragmentos imunogénicos também incluem
fragmentos que, quando sdo administrados numa dose eficaz (seja
sozinhos ou como um hapteno preso a um transportador),
desencadeiam uma resposta 1imune protetora ou terapéutica
contra a infecdo estafilocdcica; em determinados aspetos, a
resposta ¢ protetora contra a infecdo por S. aureus e/ou S.
epidermidis. Este fragmento imunogénico poderd incluir, por
exemplo, a proteina desprovida de uma sequéncia leader N-
terminal e/ou um dominio transmembranar e/ou um dominio de
ancoragem C-terminal. Num aspeto preferido, o fragmento
imunogénico de acordo com o invento compreende praticamente
todo o dominio extracelular de uma proteina que possuil uma
identidade de pelo menos 80%, uma identidade de pelo menos
85%, uma identidade de pelo menos 90%, uma identidade de pelo
menos 95% ou uma identidade de pelo menos 97-99%, incluindo
todos o0s valores e intervalos intermédios, com um segmento de
sequéncia selecionada de um polipéptido aqui descrito ou
referenciado.

Igualmente incluidas nas composicdes imunogénicas do
invento estdo as proteinas de fusdo constituidas por uma ou
mais proteinas de estafilococos ou fragmentos imunogénicos de
proteinas de estafilococos. Tais proteinas de fusdo poderdo
ser produzidas recombinantemente e poderdo compreender uma
porcdo de pelo menos 1, 2, 3, 4, 5 ou 6 proteinas ou segmentos
estafilocdédcicos. Em alternativa, uma proteina de fusdo poderé
compreender varias porcgdes de pelo menos 1, 2, 3, 4 ou 5
proteinas de estafilococos. Estas poderdo combinar diferentes
proteinas de estafilococos e/ou multiplos da mesma proteina ou
fragmento proteico, ou fragmentos 1imunogénicos na mesma
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proteina (formando um multimero ou um concatédmero). Em
alternativa, o invento também inclui proteinas de fuséo
individuais de proteinas de estafilococos ou seus fragmentos
imunogénicos, como uma proteina de fusdo com sequéncia
heterdlogas, por exemplo, sequéncias que fornecem epitopos de
células T ou marcas de purificacdo como: p-galactosidase,
glutationa-S-transferase, proteinas verdes fluorescentes
(GFP), marcas epitdépicas como FLAG, myc, tag e poli-histidina,
proteinas de superficie virais como a hemaglutinina do virus
da gripe, ou proteinas bacterianas como a anatoxina teténica,
a anatoxina diftérica ou CRM197.

IV. Acidos nucleicos

Em determinadas concretizacdes, 0 presente invento
refere-se a polinucledtidos recombinantes que codificam as
proteinas, polipéptidos e péptidos do invento. As sequéncias
de &cido nucleico para a SpA, as coagulases e outras proteinas
bacterianas estdo incluidas e podem ser usadas para preparar
péptidos ou polipéptidos.

Tal como utilizado neste pedido, o termo “polinucledtido”
refere-se a uma molécula de &cido nucleico que é recombinante
ou foi isolada do &acido nucleico gendmico total. Incluidos no
termo “polinucledtido” estdo os oligonucledtidos (acidos
nucleicos com 100 residuos ou menos de comprimento), 0s vetores
recombinantes, incluindo, por exemplo, plasmideos, cosmideos,
fagos e virus, e similares. Em certos aspetos, 0s
polinucledétidos incluem sequéncias reguladoras, essencialmente
isoladas dos seus genes ou sequéncias codificantes de proteinas
naturais. 0s polinucledtidos poderdo ser de cadeia simples
(codificante ou antissenso) ou de cadeia dupla e poderdo ser
ARN, ADN (gendémico, ADNc ou sintético), andlogos destes ou uma
sua combinacdo. Embora ndo seja necesséario, poderdo estar
presentes sequéncias codificantes ou né&o codificantes
adicionais num polipéptido.

Neste sentido, o termo “gene”, “polinucledtido” ou “acido
nucleico” ¢é utilizado para designar um &cido nucleico gue
codifica uma proteina, polipéptido ou péptido (incluindo
quaisquer sequéncias necessarias para uma correta transcricéo,

modificacdo pdbdbs-traducional ou localizacdo). Como os peritos
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na especialidade compreenderio, este termo engloba as
sequéncias gendmicas, as cassetes de expressdo, as sequéncias
de ADNc e os segmentos de acidos nucleicos manipulados mais
pequenos que expressam, ou poderdo ser adaptados para
expressar, proteinas, polipéptidos, dominios, péptidos,
proteinas de fusdo e mutantes. Um 4cido nucleico que codifica
a totalidade ou parte de um polipéptido poderd conter uma
sequéncia de acido nucleico contigua de: 10, 20, 30, 40, 50,
60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180,
190, 200, 210, 220, 230, 240, 250, 260, 270, 280, 290, 300,
310, 320, 330, 340, 350, 360, 370, 380, 390, 400, 410, 420,
430, 440, 441, 450, 460, 470, 480, 490, 500, 510, 520, 530,
540, 550, 560, 570, 580, 590, 600, 610, 020, 630, 640, 650,
600, 670, 680, %90, 700, 710, 720, 730, 740, 750, 760, 770,
780, 790, 800, 810, 820, 830, 840, 850, 860, 870, 880, 890,
900, 910, 920, 930, 940, 950, 960, 970, 980, 990, 1000, 1010,
1020, 1030, 1040, 1050, 1060, 1070, 1080, 1090, 1095, 1100,
1500, 2000, 2500, 3000, 3500, 4000, 4500, 5000, 5500, o000,
6500, 7000, 7500, 8000, 9000, 10000 ou mais nuclebtidos,
nucledésidos ou pares de bases, incluindo todos os valores e
intervalos intermédios, de um polinucledtido que codifica uma
ou mais sequéncias de aminoacidos aqui descritas ou
referenciadas. Estd igualmente contemplado que um polipéptido
particular possa ser codificado por acidos nucleicos contendo
variacdes com sequéncias nucleotidicas ligeiramente
diferentes, mas que em todo o caso codificam a mesma proteina

ou uma proteina praticamente similar (ver a Tabela 2 acima).

Em concretizacgdes particulares, o invento refere-se a
segmentos de &acido nucleico isolados e vetores recombinantes
incorporando sequéncias de &acido nucleico que codificam a SpA
variante. O termo “recombinante” poderd ser utilizado em
conjuncdo com um polinucledtido ou polipéptido e geralmente
refere-se a um polipéptido ou polinucledtido produzido e/ou
manipulado in vitro ou gque ¢ um produto da replicacdo de
semelhante molécula.

Noutras concretizacdes, o invento refere-se a segmentos
de acido nucleico isolados e vetores recombinantes
incorporando sequéncias de &cido nucleico que codificam o
polipéptido ou péptido variante da SpA para gerar uma resposta
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imune num sujeito. Em vArias concretizacdes, os A&cidos

nucleicos do invento poderdo ser usados em vacinas genéticas.

Os segmentos de &4cido nucleico utilizados no presente
invento podem ser combinados com outras sequéncias de &acido
nucleico, tais como promotores, sinais de poliadenilacéo,
sitios de enzimas de restricdo adicionais, locais multiplos de
clonagem, outros segmentos codificantes e similares, de modo
que o seu comprimento global pode variar consideravelmente.
Esté&, pois, contemplada a possibilidade de wutilizar um
fragmento de 4cido nucleico praticamente de qualquer
comprimento, em que o comprimento total ¢é de preferéncia
limitado pela facilidade de ©preparacdo e wutilizacdo no
protocolo de 4cidos nucleicos recombinantes pretendido. Em
alguns casog, uma sequéncia de adcido nucleico poderéd codificar
uma sequéncia polipeptidica com sequéncias codificantes
heterdlogas adicionais, por exemplo para permitir a
purificacdo do polipéptido, o transporte, a secrecdo ou a
modificacdo pbés-traducional, ou beneficios terapéuticos como
direcionamento ou eficadcia. Tal como discutido acima, ¢é
possivel adicionar uma marca ou outro polipéptido heterdlogo
a sequéncia que codifica o polipéptido modificado, em que
“heterdlogo” refere-se a um polipéptido gque ndo é o mesmo que
o0 polipéptido modificado.

Em determinadas concretizacdes diferentes, o invento
refere-se a segmentos de acido nucleico isolados e vetores
recombinantes que incluem na sua sequéncia uma sequéncia de
dcido nucleico contigua proveniente da SEQ ID NO:1 (dominio D
da SpA) ou SEQ ID NO:3 (SphA), ou gquaisquer outras sequéncias
de 4cido nucleico que codificam coagulases ou outros fatores
de wviruléncia segregados e/ou proteinas de superficie,
incluindo proteinas transportadas pela via Ess, processadas
pela sortase, ou proteinas.

Em certas concretizacdes, o presente invento proporciona
variantes polinucleotidicas que ©possuem uma identidade
substancial com as sequéncias aqui divulgadas; agquelas
possuindo uma identidade de sequéncia de pelo menos 70%, 75%,
80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ou superior, incluindo
todos o0s valores e intervalos intermédios, comparadas com uma

sequéncia polinucleotidica deste invento utilizando os métodos
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aqui descritos (por exemplo, a anadlise BLAST com pardmetros
padréao) .

o) invento também contempla a utilizacéo de
polinucledbtidos que s&o complementares de todos os
polinucledétidos descritos acima.

E. Vetores

Os polipéptidos do invento poderdo ser codificados por
uma molécula de &4cido nucleico contida num vetor. O termo
“vetor” ¢é wutilizado para designar uma molécula de &cido
nucleico transportadora na qual ¢é possivel inserir uma
sequéncia de &cido nucleico heterdloga, para introducdo numa
célula onde pode ser replicada e expressa. Uma sequéncia de
dcido nucleico pode ser “heterdloga”, o que significa que esté
num contexto estranho a célula em que o vetor é introduzido ou
ao 4&cido nucleico no qual ¢ incorporada, gque inclui uma
sequéncia hombéloga de uma sequéncia na célula ou no éacido
nucleico, mas numa posicdo na célula hospedeira ou no &cido
nucleico na qual ndo é normalmente encontrada. Os vetores
incluem ADN, ARN, plasmideos, cosmideos, virus (bacteridéfagos,
virus animais e virus de plantas) e cromossomas artificiais
(por exemplo, YAC). Um perito na especialidade estaria
perfeitamente equipado para construir um vetor utilizando
técnicas recombinantes padrdo (por exemplo, Sambrook et al.,
2001; Ausubel et al., 1996, ambos aqui incorporados através de
referéncia). Além de codificar uma polipéptido wvariante da
SpA, o vetor pode codificar outras sequéncias polipeptidicas,
tais como um ou mais péptidos bacterianos, uma marca ou um
péptido para reforco da imunogenicidade. Os vetores uUteis que
codificam estas proteinas de fusdo incluem os vetores pIN
(Inouye et al., 1985), os vetores que codificam um trecho de
histidinas, e os vetores pGEX para utilizar na producédo de
proteinas de fusdo solliveis com glutationa-S-transferase, para
posterior purificacdo e separacdo ou clivagem.

O termo “vetor de expressdo” refere-se a um vetor contendo
uma sequéncia de acido nucleico que codifica pelo menos parte
de um produto génico capaz de ser transcrita. Em alguns casos,
as moléculas de ARN sé&do depois traduzidas numa proteina,
polipéptido ou péptido. Os vetores de expressdo podem conter
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uma variedade de ‘“sequéncias de controlo”, que sdo as
sequéncias de 4cido nucleico necessérias para a transcricédo e,
possivelmente, a traducéo, num organismo hospedeiro
particular, de uma sequéncia codificante ligada
funcionalmente. Além das sequéncias de controlo gque regulam a
transcricdo e a traducdo, os vetores e vetores de expressido
poderdo conter sequéncias de &acido nucleico que desempenham
igualmente outras funcdes e que estdo aqui descritas.

1. Promotores e amplificadores

Um “promotor” é uma sequéncia de controlo. O promotor é
tipicamente uma regido de uma sequéncia de acido nucleico na
qual a iniciacdo e a velocidade da transcricdo sédo controladas.
O promotor poderd conter elementos genéticos aos quais
proteinas e moléculas reguladoras, como a ARN-polimerase e
outros fatores de transcricdo, se poderdo ligar. As frases
“posicionado funcionalmente”, “ligado funcionalmente”, “sob
controlo” e “sob controlo transcricional” significam que um
promotor estd numa localizacdo e/ou orientacdo funcional
correta em relacdo a uma sequéncia de &cido nucleico, para
controlar a iniciacdo da transcricdo e a expressdo dessa
sequéncia. Um promotor poderd ou ndo ser usado em conjuncao
com um “amplificador”, que designa uma sequéncia reguladora em
cis envolvida na ativacdo transcricional de uma sequéncia de
dcido nucleico.

Naturalmente, poderd ser importante utilizar um promotor
e/ou amplificador que dirija efetivamente a expressdo do
segmento de ADN no tipo de célula ou organismo selecionado
para a expressdo. 0s peritos na especialidade de biologia
molecular estdo geralmente familiarizados com a utilizacdo de
promotores, amplificadores e combinacdes de tipos celulares
para a expressdo de proteinas (ver Sambrook et al., 2001). Os
promotores empregues poderdo ser constitutivos, especificos de
um tecido ou indutiveis e, em determinadas concretizacodes,
poderdo dirigir um nivel elevado de expressdo do segmento de
ADN introduzido sob condic¢des especificas, como seja a producédo
em grande escala de proteinas ou péptidos recombinantes.
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Vadrios elementos/promotores poderdo ser empregues no
contexto do presente invento para regular a expressdo de um
gene.

Ndo se cré que o promotor particular utilizado para
controlar a expressédo do polinucledétido que codifica o péptido
ou proteina do invento seja critico, desde que seja capaz de
expressar o polinucledétido numa célula-alvo, preferencialmente
uma célula bacteriana. Quando se visa uma célula humana, ¢é
preferivel posicionar a regido codificante do polinucledtido
adjacente e sob o controlo de um promotor que pode sSer expresso
numa célula humana. Em termos gerais, este promotor podera

incluir um promotor bacteriano, humano ou viral.

Em concretizacdes em que a expressdo da proteina é obtida
mediante a administracdo de um vetor a um sujeito, um promotor
desejavel para utilizar com o vetor consiste num promotor gque
ndo é regulado negativamente por citocinas ou num promotor
suficientemente forte para, mesmo que regulado negativamente,
produzir uma gquantidade eficaz de uma SpA variante para
desencadear uma resposta 1imune. Exemplos ndo limitativos
destes promotores sdo o promotor de IE de CMV e o promotor de
LTR de RSV. E possivel utilizar promotores especificos de um
tecido, particularmente se a expressido tiver lugar em células
nas quais ¢é desejidvel gque ocorra a expressdo de um antigénio,
como sejam as células dendriticas ou os macrdéfagos. Os
promotores do MHC I e MHC II de mamifero sdo exemplos destes
promotores especificos de um tecido.

2. Sinais de iniciagdo e sitios internos de entrada do
ribossoma (IRES)

Um sinal de iniciacdo especifico também poderd ser
necessario para a traducédo eficiente das sequéncias
codificantes. Estes sinais incluem o coddo de iniciacdo ATG ou
sequéncias adjacentes. Podera ser necessario fornecer sinais
de controlo traducional exdgenos, incluindo o coddo de
iniciacdo ATG. Um perito na especialidade seria capaz de
determinar isto facilmente e providenciar 0s sinais
necesséarios.
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Em determinadas concretizacdes do invento, a utilizacéo
de elementos do tipo sitios internos de entrada do ribossoma
(IRES do inglés internal ribosome entry sites) cria mensagens
multigénicas ou policistrdénicas. Os elementos IRES sdo capazes
de contornar o modelo de varrimento da traducdo, dependente da
estrutura Cap metilada na extremidade 5’, e iniciar a traducédo
em sitios internos (Pelletier and Sonenberg, 1988; Macejak and
Sarnow, 1991). Os elementos IRES podem ser ligados a grelhas
de leitura abertas heterélogas. E ©possivel efetuar a
transcricdo conjunta de miltiplas grelhas de leitura abertas,
cada uma delas separada por um IRES, criando mensagens
policistrénicas. E possivel expressar eficazmente miltiplos
genes, utilizando um Unico promotor/amplificador para
transcrever uma Unica mensagem (ver Patentes U.S. 5,925,565 e
5,935,819).

3. Marcadores visuais e de selecéo

Em determinadas concretizacdes do invento, as células
contendo uma construcdo de &cido nucleico do presente invento
poderédo ser identificadas, in vitro ou in vivo, codificando um
marcador visual ou de selecdo no vetor de expressdo. Quando é
transcrito e traduzido, um marcador confere uma alteracédo
identificédvel a célula, permitindo uma identificacdo féacil das
células gue contém o vetor de expressdo.

F. Células hospedeiras

Tal como aqui utilizados, os termos “célula”, “linha
celular” e “cultura celular” poderdo ser usados
indistintamente. Todos estes termos também incluem a respetiva
descendéncia, que consiste em todas e quaisquer geracdes
subsequentes. Estd subentendido que toda a descendéncia poderé
nao ser idéntica devido a mutacdes deliberadas ou
involuntédrias. No contexto da expressdo de uma sequéncia de
dcido nucleico heterdéloga, o termo “célula hospedeira” refere-
se a uma célula procaridtica ou eucaridtica e inclui gqualquer
organismo transformavel capaz de replicar um vetor ou expressar
um gene heterdélogo codificado por um vetor. Uma célula
hospedeira pode ser, e tem sido, utilizada como recetor para
vetores ou virus. Uma célula hospedeira poderé ser

“transfetada” ou “transformada”, termos que designam um
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processo pelo qual um &cido nucleico exdgeno, como seja uma
sequéncia que codifica uma proteina recombinante, é
transferido ou introduzido na célula hospedeira. Uma célula
transformada inclui a célula priméria e a sua descendéncia.

As células hospedeiras ©poderéo ser derivadas de
procariotas ou eucariotas, incluindo bactérias, células de
levedura, células de inseto e células de mamifero, para a
replicacédo do vetor ou a expressdo da totalidade ou parte da(s)
sequéncia(s) de &acido nucleico. Estdo disponiveis numerosas
linhas e culturas celulares que podem ser usadas como célula
hospedeira, e estas podem ser obtidas através da American Type
Culture Collection (ATCC), gque é uma organizacdo que atua como
arquivo para culturas vivas e materiais genéticos
(www.atcc.orqg) .

G. Sistemas de expressdo

Existem numerosos sistemas de expressdo gque compreendem
pelo menos uma parte ou a totalidade das composicdes discutidas
acima. E possivel utilizar sistemas & base de procariotas e/ou
eucariotas com o presente invento para produzir sequéncias de
dcido nucleico ou os seus polipéptidos, proteinas e péptidos
cognatos. Muitos destes sistemas estdo comercial e amplamente
disponiveis.

O sistema de baculovirus/células de inseto pode produzir
um nivel elevado de expressdo proteica de um segmento de &cido
nucleico heterdélogo, conforme descrito nas Patentes U.S.
5,871,986 e 4,879,236, e pode ser adquirido, por exemplo, sob
a designacdo MAXBAC® 2.0 através de INVITROGEN® e como SISTEMA
DE EXPRESSAO DE BACULOVIRUS BACPACK™ através de CLONTECH®.

Além dos sistemas de expressido divulgados do invento,
outros exemplos de sistemas de expressdo incluem o sistema de
expressdo indutivel em mamiferos COMPLETE CONTROL™ de
STRATAGENE®, que envolve um recetor sintético indutivel por
ecdisona, ou o seu sistema de expressdo pET, um sistema de
expressdo em E. coli. Outro exemplo de um sistema de expresséao
indutivel estd disponivel através de INVITROGEN® e transporta
0 sistema T-REX™ (expressdo regulada pela tetraciclina), um
sistema de expressdo indutivel em mamiferos qgque utiliza o
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promotor CMV completo. A INVITROGEN® também disponibiliza um
sistema de expressdo em levedura denominado sistema de
expressdo em Pichia methanolica, que foi concebido para a
producdo de alto rendimento de proteinas recombinantes na
levedura metilotrdéfica Pichia methanolica. Um perito na
especialidade saberia como expressar um vetor, por exemplo,
uma construcdo de expressido, para produzir uma sequéncia de
acido nucleico ou o seu polipéptido, proteina ou péptido
cognato.

V. POLISSACARIDEOS

As composicdes imunogénicas do invento poderéo
compreender adicionalmente polissacarideos capsulares,
incluindo um ou mais de entre o polissacarideo PIA (também
conhecido como PNAG) e/ou um polissacarideo capsular de tipo
V e/ou tipo VIII de S. aureus e/ou um polissacarideo capsular
de tipo I e/ou tipo II e/ou tipo III de S. epidermidis.

H. PIA (PNAG)

Hoje é evidente que as varias formas dos polissacarideos
de superficie de estafilococos identificadas como PS/A, PIA e
SAA sdo a mesma entidade gquimica - PNAG (Maira-Litran et al.,
2004) . Por conseguinte, o termo PIA ou PNAG engloba todos estes
polissacarideos ou os oligossacarideos derivados deles.

O PIA é& uma adesina polissacaridea intercelular e ¢é
constituido por um polimero de glucosamina com ligacdes p-
(1-6) substituida com constituintes N-acetilo e O-succinilo.
Este polissacarideo estd presente tanto em S. aureus como em
S. epidermidis e pode ser isolado a partir de qualgquer uma das
fontes (Joyce et al., 2003; Maira-Litran et al., 2002). Por
exemplo, o PNAG poderd ser isolado a partir da estirpe MN8m de
S. aureus (WO04/43407). O PIA isolado de S. epidermidis é um
constituinte integral do biofilme. Ele é responsavel por mediar
a adesdo célula-célula e provavelmente também atua para
proteger a <coldénia em crescimento da resposta imune do
hospedeiro. Recentemente, foi demonstrado que o polissacarideo
previamente conhecido como poli-N-succinil-B-(1-6) -
glucosamina (PNSG) ndo possui a estrutura esperada, uma vez
que a identificacdo da N-succinilacdo estava incorreta (Maira-
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Litran et al., 2002). Assim, o polissacarideo formalmente
conhecido como PNSG e agora identificado como PNAG também estéa
englobado pelo termo PIA.

O PIA (ou PNAG) poderad ter diferentes tamanhos, variando
desde mais de 400 kDa até 75 a 400 kDa, e entre 10 e 75 kDa
para os oligossacarideos constituidos por um maximo de 30
unidades de repeticdo (de glucosamina com ligacdes R-(1-6)
substituida com constituintes N-acetilo e O-succinilo). E
possivel utilizar um polissacarideo ou oligossacarideo PIA de
qualguer tamanho numa composicdo imunogénica do invento. Num
aspeto, o polissacarideo tem mais de 40 kDa. O dimensionamento
poderd ser obtido por gqualquer método conhecido na técnica,
por exemplo, por microfluidificac¢édo, irradiacdo ultrassdnica
ou clivagem quimica (WO 03/53462, EP497524, EP497525). Em
determinados aspetos, o PIA (PNAG) tem pelo menos ou ndo mais
de 40-400 kDa, 40-300 kDa, 50-350 kDa, 60-300 kDa, 50-250 kDa
e 60-200 kDa.

O PIA (PNAG) pode ter um grau diferente de acetilacéo
devido a substituicdo nos grupos amino por acetato. O PIA
produzido in vitro estéd quase totalmente substituido nos grupos
amino (95-100%). Em alternativa, é possivel usar um PIA (PNAG)
desacetilado possuindo menos de 60%, 50%, 40%, 30%, 20%, 10%
de acetilacdo. A utilizacdo de um PIA (PNAG) desacetilado é
preferida, uma vez que o0s epitopos ndo acetilados do PNAG sédo
eficazes na mediacdo da morte opsdnica de bactérias Gram-
positivas, de preferéncia S. aureus e/ou S. epidermidis. Em
certos aspetos, o PIA (PNAG) tem um tamanho compreendido entre
40 kDa e 300 kDa e é desacetilado, de modo que menos de 60%,
50%, 40%, 30% ou 20% dos grupos amino estdo acetilados.

O termo PNAG desacetilado (dPNAG) refere-se a um
polissacarideo ou oligossacarideo PNAG em que menos de 60%,
50%, 40%, 30%, 20% ou 10% dos grupos amino estdo acetilados.
Em determinados aspetos, o PNAG é desacetilado para formar
dPNAG por meio de tratamento quimico do polissacarideo nativo.
Por exemplo, o PNAG nativo é tratado com uma solucdo béasica,
de forma a subir o pH para um valor acima de 10. Por exemplo,
o PNAG ¢ tratado com NaOH, KOH ou NHsOH 0,1-5 M, 0,2-4 M, 0,3-
3 M, 0,5-2 M, 0,75-1,5 M ou 1 M. O tratamento ¢ efetuado
durante pelo menos 10 a 30 minutos, ou 1, 2, 3, 4, 5, 10, 15
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ou 20 horas a uma temperatura de 20-100, 25-80, 30-60 ou 30-
50 ou 35-45 °C. O dPNAG poderd ser preparado da forma descrita
em WO 04/43405.

O(s) polissacarideo(s) podem ser conjugados ou néo
conjugados com uma proteina transportadora.

I. Polissacarideos de tipo 5 e tipo 8 de S. aureus

A maioria das estirpes de S. aureus que causam infecdo no
homem contém polissacarideos de tipo 5 ou de tipo 8.
Aproximadamente 60% das estirpes humanas sdo de tipo 8 e
aproximadamente 30% s&do de tipo 5. As estruturas dos antigénios
polissacarideos capsulares de tipo 5 e tipo 8 estdo descritas
em Moreau et al., (1990) e em Fournier et al., (1984). Ambos
possuem FucNAcp na sua unidade de repeticdo, assim como ManNAcA
que pode ser usado para introduzir um grupo sulfidrilo. As
estruturas sdo:

Tipo 5

—4) -B-D-ManNAcA (30Ac) - (1-4) —a—-L-FucNAc (1-3) -R-D-FucNAc- (1-

Tipo 8

-3) —B-D-ManNAcA (40Ac) - (1-3) —a—L-FucNAc (1-3) -R-D-FucNAc- (1-

Recentemente (Jones, 2005), a espetroscopia de RMN
permitiu a revisdo das estruturas para:

Tipo 5
—-4)-R-D-ManNAcA- (1-4) —a-L-FucNAc (30Ac) - (1-3) --D-FucNAc- (1-
Tipo 8
—-3) -B-D-ManNAcA (40Ac) - (1-3) —a-L-FucNAc (1-3) ~-a-D-FucNAc (1-
Os polissacarideos poderdo ser extraidos da estirpe

apropriada de S. aureus utilizando métodos bem conhecidos pelos
peritos na especialidade. Ver Patente U.S. 6,294,177. Por
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exemplo, ATCC 12902 é uma estirpe de S. aureus de tipo 5 e
ATCC 12605 & uma estirpe de S. aureus de tipo 8.

Os polissacarideos tém o tamanho nativo ou, em
alternativa, poderdo ser dimensionados, por exemplo, por
microfluidificacdo, irradiacdo wultrassdédnica ou tratamento
quimico. O invento também abrange os oligossacarideos
derivados dos polissacarideos de tipo 5 e 8 de S. aureus. Os
polissacarideos de tipo 5 e 8 incluidos na composicéo
imunogénica do invento estdo preferencialmente conjugados com
uma proteina transportadora como descrito abaixo ou, em
alternativa, ndo estdo conjugados. Em alternativa, as
composicdes imunogénicas do invento contém um polissacarideo
ou de tipo 5 ou de tipo 8.

J. Antigénio 336 de S. aureus

Numa concretizacdo, a composicdo imunogénica do invento
compreende o antigénio 336 de S. aureus descrito na Patente
U.S. 6,294,177. O antigénio 336 compreende hexosamina com
ligacdes B, nao contém grupos O-acetilo e liga-se
especificamente a anticorpos <contra S. aureus tipo 336,
depositado sob ATCC 55804. Numa concretizacdo, o antigénio 336
¢ um polissacarideo de tamanho nativo ou, em alternativa,
poderd ser dimensionado, por exemplo, por microfluidificacéo,
irradiacdo wultrassénica ou tratamento quimico. O invento
também abrange os oligossacarideos derivados do antigénio 336.
O antigénio 336 pode estar conjugado ou ndo conjugado com uma
proteina transportadora.

K. Polissacarideos de tipo I, II e III de S. epidermidis

Entre 0s problemas associados a utilizacéo de
polissacarideos em vacinacdo encontra-se o facto de os
polissacarideos, per se, serem imunogénios fracos. E preferido
que 0s polissacarideos utilizados no invento estejam ligados
a uma proteina transportadora que recruta a ajuda de células
T espetadoras, de modo a melhorar a imunogenicidade. Os
exemplos destes transportadores gque poderdo ser conjugados com
imunogénios polissacarideos incluem as anatoxinas diftérica e
tetédnica (DT, DT CRM197 e TT respetivamente), a hemocianina de
lapa californiana (KLH) e o derivado proteico purificado de
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tuberculina (PPD), a exoproteina A de Pseudomonas aeruginosa
(rEPA), a proteina D de Haemophilus influenzae, a pneumolisina
ou fragmentos de qualquer uma das proteinas cima. Os fragmentos
adequados para utilizacdo incluem os fragmentos que englobam
epitopos das células T auxiliares. Em particular, o fragmento
da proteina D de H. influenza conterd preferencialmente o 1/3
N-terminal da proteina. A proteina D é uma proteina de ligacédo
a IgD de Haemophilus influenzae (EP 0 594 610 Bl) e é um
potencial imunogénio. Além disso, as proteinas de
estafilococos poderdo ser usadas Como uma proteina
transportadora nos conjugados polissacarideos do invento.

Uma proteina transportadora cuja utilizacdo seria
particularmente vantajosa no contexto de uma vacina de
estafilococos é a anatoxina alfa estafilocédcica. Uma vez dque
o0 processo de conjugacdo reduz a toxicidade, a forma nativa
pode ser conjugada com um polissacarideo. De preferéncia,
utilizam-se toxinas alfa geneticamente destoxificadas, como as
variantes His35Leu ou His35Arg, como transportadores, dado que
a toxicidade residual é mais baixa. Em alternativa, a toxina
alfa é destoxificada quimicamente por tratamento com um agente
de reticulacédo, formaldeido ou glutaraldeido. Uma toxina alfa
geneticamente destoxificada ¢é opcionalmente destoxificada
quimicamente, preferencialmente por tratamento com um agente
de reticulacdo, formaldeido ou glutaraldeido, para reduzir
adicionalmente a toxicidade.

Os polissacarideos poderdo ser ligados a(s) proteina(s)
transportadora(s) por gqualquer método conhecido (por exemplo,

aqueles métodos descritos nas Patentes U.S. 4,372,945,
4,474,757 e 4,3506,170). Preferencialmente, realiza-se a
quimica de conjugacdo CDAP (ver WO095/08348). Em CDAP, o

reagente de cianilacéo tetrafluoroborato de l-ciano-
dimetilaminopiridinio (CDAP) é preferencialmente usado para a
sintese de conjugados polissacarideo-proteina. A reacdo de
cianilacdo pode ser efetuada em condigcdes relativamente
brandas, o que evita a hidrdélise dos polissacarideos sensiveis
a bases. Esta sintese permite o acoplamento direto a uma
proteina transportadora.

A conjugacdo envolve preferencialmente a producdo de uma
ligacéo direta entre a proteina transportadora e o)
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polissacarideo. Opcionalmente, poderé introduzir-se um
espacador (como di-hidreto adipico (ADH)) entre a proteina

transportadora e o polissacarideo.

IV. Resposta imune e ensaios

Tal como discutido acima, o invento estd relacionado com
a provocagcdo ou a inducdo num sujeito de uma resposta imune
contra uma SpA variante ou um péptido de coagulase. Numa
concretizacdo, a resposta imune pode proteger contra, ou tratar
um sujeito que tem, € suspeito de ter ou estd em risco de
desenvolver, uma infecéo ou uma doenca relacionada,
particularmente aquelas relacionadas com estafilococos. Uma
utilizacdo das composigdes imunogénicas do invento consiste na
prevencdo de infecdes nosocomiais, através da inoculacdo de um
sujeito antes de ser submetido a um procedimento num hospital
ou noutro ambiente que apresenta um risco acrescido de infecéo.

A. Imunoensaios

A presente divulgacdo inclui a implementacdo de ensaios
seroldgicos para avaliar se, € em gque extensdo, as composicdes
do invento induzem ou provocam uma resposta imune. H& muitos
tipos de imunoensaios que podem ser implementados. Os
imunoensaios abrangidos pela presente divulgacdo incluem, mas
ndo estdo limitados, aqueles descritos na Patente U.S.
4,367,110 (ensaio sanduiche com anticorpos monoclonais) e na
Patente U.S. 4,452,901 (transferéncia de western). Outros
ensaios incluem a imunoprecipitacdo de ligandos marcados e a
imunocitogquimica, tanto in vitro como in vivo.

Os imunoensaios sdo geralmente ensaios de ligacdo. Alguns
imunocensaios preferidos sdo os varios tipos de ensaios
imunossorventes ligados a enzima (ELISA do inglés enzyme-
linked immunosorbent assay) e 08 radioimunoensaios (RIA)
conhecidos na técnica. A detecdo imuno-histoquimica utilizando
seccdes de tecidos também é particularmente Util. Num exemplo,
0s anticorpos ou antigénios sdo imobilizados numa superficie
selecionada, como seja um poco numa microplaca de titulacdo de
polistireno, uma vareta ou o enchimento de uma coluna. Em
seguida, uma composicdo de teste suspeita de conter o antigénio
ou anticorpo desejado, por exemplo uma amostra clinica, é
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adicionada aos pocgos. Apds ligacdo e lavagem para remover oS
complexos imunes que ndo estdo especificamente ligados, podera
detetar-se o antigénio ou anticorpo ligado. A detecdo &
geralmente obtida através da adicdo de outro anticorpo,
especifico para o antigénio ou anticorpo desejado, gque esté
unido a um marcador detetavel. Este tipo de ELISA é conhecido
como um “ELISA sanduiche”. A detecdo também poderd ser obtida
por meio da adicdo de um segundo anticorpo especifico para o
antigénio desejado, seguida da adicdo de um terceiro anticorpo
que tem afinidade de ligacdo para o segundo anticorpo, em que

o0 terceiro anticorpo estd unido a um marcador detetével.

Os ensaios ELISA de competicdo também sdo implementacdes
possiveis em que as amostras de teste competem pela ligacdo a
quantidades conhecidas de antigénios ou anticorpos marcados.
A guantidade de espécie reativa na amostra desconhecida é
determinada por mistura da amostra com a espécie marcada
conhecida, antes ou durante a incubacdo com 0SS POCOS
revestidos. A presenca da espécie reativa na amostra atua para
reduzir a quantidade de espécie marcada que estd disponivel
para efetuar a ligacdo ao poc¢o, reduzindo assim o sinal final.
Independentemente do formato utilizado, os ensaios ELISA tém
certas caracteristicas em comum, como O revestimento, a
incubacdo ou ligacdo, a lavagem para remover as espécies que
ndo estdo especificamente ligadas e a detecdo dos complexos

imunes ligados.

Os antigénios ou anticorpos também poderdo ser ligados a
um suporte sélido, por exemplo sob a forma de uma placa,
esferas, uma vareta, uma membrana ou a matriz de uma coluna,
sendo a amostra que se pretende analisar aplicada ao anticorpo
ou antigénio imobilizado. Ao revestir uma placa com um
antigénio ou anticorpo, geralmente incubar-se-do os pocos da
placa com uma solucdo do antigénio ou anticorpo, durante a
noite ou durante um periodo de tempo especificado. Os pocos da
placa serao depois lavados para remover o) material
incompletamente adsorvido. Quaisquer superficies dos pocos gque
ainda estejam disponiveis sdo depois “cobertas” com uma
proteina ndo especifica, gque ¢é antigenicamente neutra em
relacdo aos antissoros de teste. Estas incluem a albumina
sérica de bovino (BSA), a caseina e solucdes de leite em pb.
O revestimento permite o bloqueio dos sitios de adsorcdo néo
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especificos na superficie de imobilizac&do, reduzindo o sinal
de fundo causado pela ligacdo ndo especifica dos antissoros a
superficie.

O termo “anticorpos”, tal como aqui utilizado, inclui os
anticorpos monoclonais, policlonais, gquiméricos, de cadeia
unica, biespecificos, simianizados, humanizados ou
primatizados, assim como os fragmentos Fab, como aqueles
fragmentos que conservam a especificidade de ligacdo dos
anticorpos, incluindo os produtos de uma biblioteca de
expressdo de imunoglobulinas Fab. Por conseguinte, o invento
contempla a utilizacdo de cadeias Unicas, tais como as cadeias
leves e pesadas variédveis dos anticorpos. A producdo de
qualquer um destes tipos de anticorpos ou fragmentos de
anticorpos é bem conhecida pelos peritos na especialidade.
Exemplos especificos de producdo de um anticorpo dirigido para
uma proteina bacteriana podem ser encontrados na Publicacdo do
Pedido de Patente U.S. n.° 20030153022.

Qualquer um dos polipéptidos, proteinas, péptidos e/ou
anticorpos descritos acima poderd ser marcado diretamente com
um marcador detetavel para a identificacdo e gquantificacédo de
bactérias do tipo estafilococos. Os marcadores para utilizar
nos imunoensaios s&do geralmente conhecidos pelos peritos na
especialidade e incluem enzimas, radioisdtopos e substéncias
fluorescentes, luminescentes e cromogénicas, incluindo
particulas coloridas como ouro coloidal ou esferas de latex.
Os imunoensaios adequados incluem o0s ensaios imunossorventes
ligados a enzima (ELISA).

C. Imunidade protetora

Em algumas concretizacdes do invento, as composicdes
proteindceas conferem imunidade protetora a um sujeito. A
imunidade protetora refere-se a capacidade de um corpo para
montar uma resposta imune especifica que protege o sujeito
contra o desenvolvimento de uma doenca ou afecdo particular,
que envolve o agente contra o qual existe uma resposta imune.
Uma quantidade imunogenicamente eficaz é capaz de conferir
imunidade protetora ao sujeito.
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Tal como aqui utilizado no fasciculo e na seccdo de
reivindicacdes que se segue, o termo polipéptido ou péptido
refere-se a um trecho de aminoacidos ligados covalentemente
entre si via ligacdes peptidicas. Diferentes polipéptidos
possuem diferentes funcionalidades de acordo com o presente
invento. Enquanto, de acordo com um aspeto, um polipéptido é
derivado de um imunogénio concebido para induzir uma resposta
imune ativa num destinatario, de acordo com outro aspeto do
invento, um polipéptido é derivado de um anticorpo que é
produzido no seguimento da provocacdo de uma resposta imune
ativa, por exemplo, num animal e que pode servir para induzir
uma resposta imune passiva no destinatario. Em ambos os casos,
contudo, o polipéptido é codificado por um polinucledtido em
conformidade com qualquer utilizacdo permitida dos coddes.

Tal como aqui utilizada, a frase “resposta imune” ou o
seu equivalente “resposta imunoldgica” refere-se ao
desenvolvimento de uma resposta humoral (mediada por
anticorpos), celular (mediada por células T especificas para
um antigénio ou pelos seus produtos de secrecdo) ou tanto
humoral como celular dirigida contra uma proteina, péptido,
carboidrato ou polipéptido do invento num doente recetor. Esta
resposta pode ser uma resposta ativa induzida pela
administracdo de um imunogénio ou uma resposta passiva induzida
pela administracdo de um anticorpo, um material contendo
anticorpos ou células T sensibilizadas. Uma resposta imune
celular é desencadeada pela apresentacéao de epitopos
polipeptidicos em associacdo com moléculas do MHC de classe I
ou classe II, para ativar células T auxiliares CD4 (+) e/ou
células T citotdxicas CD8 (+) especificas para um antigénio.
A resposta também poderd envolver a ativacdo de mondcitos,
macrbéfagos, células NK, basé¢filos, células dendriticas,
astrécitos, células microgliais, eosindéfilos ou outros
componentes da imunidade inata. Tal como aqui utilizado, o
termo “imunidade ativa” refere-se a qualquer imunidade

conferida a um sujeito pela administracdo de um antigénio.

Tal como aqui utilizado, o termo “imunidade passiva”
refere-se a qualgquer imunidade conferida a um sujeito sem a
administracdo de um antigénio ao sujeito. Assim, a “imunidade
passiva” inclui, embora ndo esteja limitada a ela, a
administracéo de efetores imunes ativados, incluindo
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mediadores celulares ou mediadores proteicos (por exemplo,
anticorpos monoclonais e/ou policlonais) de wuma resposta
imune. Uma composicdo de anticorpos monoclonais ou policlonais
poderd ser usada em imunizacdo passiva, para a prevencdo ou o
tratamento de uma infecdo em organismos que transportam o
antigénio reconhecido pelo anticorpo. Uma composicdo de
anticorpos poderd incluir anticorpos que se ligam a uma
variedade de antigénios qgue poderdo, por sua vez, estar
associados a varios organismos. O componente contendo
anticorpos pode ser um antissoro policlonal. Em determinados
aspetos, o(s) anticorpo(s) é/sdo purificado(s) por afinidade
a partir de um animal ou de um segundo sujeito que foi provocado
com um antigénio(s). Em alternativa, poderd utilizar-se uma
mistura de anticorpos, gque ¢é uma mistura de anticorpos
monoclonais e/ou policlonais para antigénios presentes nos
mesmos micrdébios ou organismos, em micrdébios ou organismos
relacionados ou em micrébios ou organismos diferentes, tais
como bactérias gram-positivas e Dbactérias gram-negativas,
incluindo, mas nao exclusivamente, bactérias do tipo
estafilococos.

A imunidade passiva podera ser conferida a um doente ou
sujeito através da administracdo ao doente de imunoglobulinas
(Ig) e/ou outros fatores imunes, obtidos de um dador ou de
outra fonte qgue ndo o doente com uma imunorreatividade
conhecida. Noutros aspetos, uma composicdo antigénica do
presente invento pode ser administrada a um sujeito, que atuara
depois como fonte ou dador da globulina produzida em resposta
a provocacdo com a composicdo antigénica (“globulina
hiperimune”) e que contém anticorpos dirigidos <contra
estafilococos ou outro organismo. Um sujeito tratado desta
forma doaria plasma, a partir do qual a globulina hiperimune
seria depois obtida (via metodologia convencional de
fracionamento do plasma) e administrada a outro sujeito, de
modo a conferir-lhe resisténcia contra a infecdo por
estafilococos ou para tratar a infecdo por estafilococos. As
globulinas hiperimunes de acordo com © invento s&do
particularmente Uteis para individuos imunocomprometidos,
individuos submetidos a procedimentos invasivos ou quando néo
h4d tempo para gue o individuo produza os seus prdprios
anticorpos em resposta a vacinacdo. Consultar as Patentes U.S.
6,930,258; 6,770,278; 6,756,361; 5,548,066; 5,512,282;
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4,338,298 e 4,748,018 para ver métodos e composicdes

exemplificativos relacionados com a imunidade passiva.

Para efeitos deste fasciculo e das reivindicacdes anexas,
o0s termos “epitopo” e “determinante antigénico” sdo utilizados
indistintamente para designar um sitio num antigénio ao qual
as células B e/ou T respondem ou reconhecem. Os epitopos das
células B podem ser formados tanto a partir de aminocacidos
contiguos como de aminocdcidos ndo contiguos justapostos pelo
enrolamento tercidrio de uma proteina. Os epitopos formados a
partir de aminodcidos contiguos sdo tipicamente conservados
com a exposicdo a solventes desnaturantes, ao passo gue oS
epitopos formados pelo enrolamento tercidrio sdo normalmente
perdidos com o tratamento com solventes desnaturantes. Um
epitopo inclui tipicamente pelo menos 3, mais habitualmente
pelo menos 5 ou 8-10 aminoécidos, numa conformacdo espacial
tnica. Os métodos de determinacdo da conformacdo espacial dos
epitopos incluem, por exemplo, a cristalografia de raios x e
a ressonédncia magnética nuclear bidimensional. Ver, por
exemplo, Epitope Mapping Protocols (1996). 0Os anticorpos gue
reconhecem o mesmo epitopo podem ser identificados num
imunoensaio simples que ilustre a capacidade de um anticorpo
para bloguear a ligacdo de outro anticorpo a um antigénio-
alvo. As células T reconhecem epitopos continuos de cerca de
nove aminodcidos para as células CD8 ou de cerca de 13-15
aminocadcidos para as células CD4. As células T que reconhecem
o0 epitopo podem ser identificadas por meio de ensaios in vitro
que medem a proliferacdo dependente de antigénio, conforme
determinada pela incorporacdo de S3H-timidina por células T
sensibilizadas em resposta a um epitopo (Burke et al., 1994),
por morte dependente de antigénio (ensaio de linfdécitos T
citotdéxicos; Tigges et al., 1996) ou por secrecdo de citocinas.

A presenca de uma resposta imunoldégica mediada por células
pode ser determinada por meio de ensaios de proliferacéo
(células T CD4 (+)) ou de ensaios CTL (linfécitos T
citotdxicos). As contribuicdes relativas das respostas humoral
e celular para o efeito protetor ou terapéutico de um
imunogénio podem ser diferenciadas através de isolamento em
separado das células T e das IgG a partir de um animal singénico
imunizado, seguido de medicdo do efeito protetor ou terapéutico
num segundo sujeito.
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Tal como agqui e nas reivindicac¢des utilizados, o0s termos
“anticorpo” ou “imunoglobulina” sdo utilizados indistintamente
e referem-se a qualguer uma de varias classes de proteinas
estruturalmente relacionadas que fazem parte da resposta imune
de um animal ou recetor, em que estas proteinas incluem IgG,
IgD, IgE, IgA, IgM e proteinas relacionadas.

Em condicdes fisioldgicas normais, os anticorpos séo
encontrados no plasma, noutros fluidos corporais e na membrana
de determinadas células e sdo produzidos por linfdécitos do
tipo denominado células B ou um seu equivalente funcional. Os
anticorpos da classe IgG sdo constituidos por quatro cadeias
polipeptidicas unidas por ligacdes dissulfureto. As quatro
cadeias das moléculas IgG intactas consistem em duas cadeias
pesadas idénticas designadas por cadeias H e duas cadeias leves
idénticas designadas por cadeias L.

De modo a produzir anticorpos policlonais, um hospedeiro,
como um coelho ou uma cabra, ¢ imunizado com o antigénio ou um
fragmento do antigénio, geralmente com um adjuvante e, se
necessario, acoplado a um transportador. Os anticorpos para o
antigénio sdo subsequentemente recolhidos a partir do soro do
hospedeiro. O anticorpo policlonal pode ser purificado por
afinidade contra o antigénio, tornando-o monoespecifico.

Os anticorpos monoclonais podem ser produzidos por
hiperimunizacdo de um dador apropriado com o antigénio ou ex
vivo mediante a utilizacdo de culturas primédrias de células
esplénicas ou de linhas celulares derivadas do baco (Anavi,
1998; Huston et al., 1991; Johnson et al., 1991; Mernaugh et
al., 1995).

Tal como agqui e nas reivindicac®es utilizada, a frase
“uma porcgdo imunoldgica de um anticorpo” inclui um fragmento
Fab de um anticorpo, um fragmento Fv de um anticorpo, uma
cadeia pesada de um anticorpo, uma cadeia leve de um anticorpo,
um heterodimero consistindo numa cadeia pesada e numa cadeia
leve de um anticorpo, um fragmento varidvel de uma cadeia leve
de um anticorpo, um fragmento varidvel de uma cadeia pesada de
um anticorpo e uma variante de cadeia Unica de um anticorpo,
que é também conhecida como scFv. Além disso, o termo inclui
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imunoglobulinas quiméricas, que s&do os produtos de expressédo
de genes fundidos derivados de diferentes espécies; uma das
espécies pode ser um ser humano, dizendo-se neste caso que uma
imunoglobulina quimérica é humanizada. Tipicamente, uma porcao
imunoldégica de um anticorpo compete com o anticorpo intacto do
qual foi derivada pela ligacdo especifica a um antigénio.

Opcionalmente, um anticorpo, ou de preferéncia uma porcgéao
imunoldégica de um anticorpo, pode ser gquimicamente conjugado
com, oOu expresso como, uma proteina de fusdo com outras
proteinas. Para efeitos deste fasciculo e das reivindicacdes
anexas, todas essas proteinas fundidas estdo incluidas na
definicdo de anticorpos ou de uma porcdo imunoldgica de um
anticorpo.

Tal como aqui utilizados, os termos “agente imunogénico”
ou “imunogénio” ou “antigénio” sdo utilizados indistintamente
para descrever uma molécula capaz de induzir uma resposta
imunoldgica contra si prdpria ao ser administrada a um recetor,
quer sozinha, em conjuncdo com um adjuvante ou apresentada num
veiculo de apresentacéo.

D. Métodos de tratamento

Um polipéptido imunogénico do invento pode ser
administrado para induzir uma resposta imune numa pessoa
infetada com estafilococos ou suspeita de ter sido exposta a
estafilococos. Poderdo empregar-se métodos relativamente a
individuos que testaram positivo quanto a exposicdo a
estafilococos ou que sdo considerados em risco de infecdo com

base numa possivel exposicédo.

Em particular, o invento engloba composicdes para
utilizar num método de tratamento da infecdo por estafilococos,
em particular infecg¢des nosocomiais adquiridas em hospital. As
composicdes imunogénicas e as vacinas do invento sédo
particularmente vantajosas para utilizar em casos de cirurgia
eletiva. Esses doentes saberdo a data da cirurgia com
antecedéncia e podem ser inoculados com antecedéncia. As
composicdes imunogénicas e as vacinas do invento também sé&o
vantajosas para utilizar na inoculacdo dos profissionais de

saude.
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Em algumas concretizacdes, o tratamento é administrado na
presenca de adjuvantes ou transportadores ou outros antigénios
de estafilococos. Além disso, em alguns exemplos, o tratamento
compreende a administracdo de outros agentes normalmente
usados no combate a infecdo Dbacteriana, como um ou mais
antibidticos.

A utilizacdo de péptidos para vacinacdo pode exigir,
embora n&do necessariamente, a conjugacdo do péptido com uma
proteina transportadora imunogénica, como seja o antigénio de
superficie da hepatite B, a hemocianina de lapa californiana
ou a albumina sérica de bovino. 0s métodos para efetuar esta
conjugacdo sdo bem conhecidos na técnica.

VI. Vacina e outras composigdes farmacéuticas e
administracéo

E. Vacinas

O presente invento inclui métodos para prevenir ou
melhorar as infecdes por estafilococos, em particular as
infecdes nosocomiais adguiridas em hospital. Como tal, o
invento contempla vacinas para utilizar em concretizacdes de
imunizacéo tanto ativa como passiva. As composicdes
imunogénicas, consideradas adequadas para utilizacdo como uma
vacina, poderdo ser preparadas a partir de polipéptido(s) da
SpA imunogénico(s), tal como uma variante do dominio D da SpA,
ou de coagulases imunogénicas. Noutras concretizacdes, a SpA
ou as coagulases podem ser usadas em combinacdo com outras
proteinas de viruléncia segregadas, proteinas de superficie ou
seus fragmentos imunogénicos. Em determinados aspetos, o
material antigénico ¢é extensivamente dialisado para remover
moléculas de pegqueno peso molecular indesejadas e/ou
liofilizado para permitir uma formulacdo mais facil num veiculo
desejado.

Outras opcdes para uma vacina a base de proteina/péptido
envolvem a introducdo de &acidos nucleicos que codificam o(s)
antigénio(s) como vacinas de ADN. Quanto a isto, comunicacdes
recentes descreveram a construcdo de virus da vacina

recombinantes expressando quer 10 epitopos minimos contiguos
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dos CTL (Thomson, 1996) gquer uma combinacdo de epitopos de
células B, 1linfécitos T citotdéxicos (CTL) e células T
auxiliares (Th) provenientes de varios micrdébios (An, 1997),
e a utilizacdo com éxito destas construcdes para imunizar
ratinhos e sensibilizar respostas imunes protetoras. Assim,
existem amplas provas na literatura da utilizacdo com éxito de
péptidos, células apresentadoras de antigénios (APC do inglés
antigen presenting cell) pulsadas com péptidos e construcdes
que codificam péptidos para a sensibilizacdo eficaz in vivo de
respostas imunes protetoras. A utilizacdo de sequéncias de
dcido nucleico como vacinas estd exemplificada nas Patentes
U.S. 5,958,895 e 5,620,896.

A preparacdo de wvacinas que contém sequéncia(s)
polipeptidica(s) ou peptidica(s) como ingredientes ativos é&,
de um modo geral, bem compreendida na técnica, como
exemplificado pelas Patentes U.S. 4,008,251, 4,601,903;
4,599,231; 4,599,230; 4,596,792 e 4,578,770. Tipicamente, tais
vacinas s&o preparadas como injetédveis, quer como solucdes
quer como suspensdes ligquidas; também poderdo preparar-se
formas sdélidas adequadas para solucdo ou suspensdo num ligquido
antes da injecdo. A preparacdo poderd ser igualmente
emulsionada. O ingrediente imunogénico ativo é frequentemente
misturado com excipientes que sdo farmaceuticamente aceitéveis
e compativeis com o ingrediente ativo. 0Os excipientes
apropriados sé&o, por exemplo, agua, soro fisioldgico,
dextrose, glicerol, etanol, excipientes similares e
combinacdes deles. Além disso, se desejado, a vacina poderé
conter quantidades de substéncias auxiliares como agentes
molhantes ou emulsionantes, agentes de tamponamento do pH ou
adjuvantes que reforcam a eficéacia das vacinas. Em
concretizacdes especificas, as vacinas sdo formuladas com uma
combinacdo de substédncias, conforme descrito nas Patentes U.S.
6,793,923 e 6,733,754.

As vacinas poderédo ser administradas parentericamente,
por injecdo, por exemplo, subcuténea ou intramuscularmente. As
formulacdes adicionais que s&o adequadas para outros modos de
administracdo incluem os supositédrios e, nalguns casos, as
formulacdes orais. No caso dos supositdrios, os ligantes e
veiculos tradicionais poderéo incluir, por exemplo,

polialquilenoglicéis ou triglicéridos; estes supositdrios
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poderdo ser preparados a partir de misturas contendo o
ingrediente ativo no intervalo de cerca de 0,5% a cerca de
10%, de preferéncia cerca de 1% a cerca de 2%. As formulacdes
orais incluem excipientes normalmente utilizados como, por
exemplo, graus farmacéuticos de manitol, lactose, amido,
estearato de magnésio, sacarina de sédio, celulose, carbonato
de magnésio e similares. Estas composigdes adotam a forma de
solucdes, suspensdes, comprimidos, pilulas, capsulas,
formulacdes de libertacdo prolongada ou pds e contém cerca de
10% a cerca de 95% de ingrediente ativo, de preferéncia cerca
de 25% a cerca de 70%.

Os polipéptidos e as construcdes de ADN que codificam
polipéptidos poderdo ser formulados numa vacina como formas
neutras ou como sais. Os sais farmaceuticamente aceitéaveis
incluem os sais de adicdo de &cido (formados com 0s grupos
amino livres do péptido) e aqueles que sdo formados com acidos
inorgadnicos como, por exemplo, o0s 4cidos <cloridrico ou
fosférico, ou com &cidos orgénicos como os &cidos acético,
oxédlico, tartéarico, mandélico e similares.

Tipicamente, as vacinas sdo administradas de uma maneira
compativel com a forma farmacéutica e numa quantidade que seré
terapeuticamente eficaz e imunogénica. A guantidade a
administrar depende do sujeito em tratamento, incluindo a
capacidade do sistema imune do individuo para sintetizar
anticorpos e o grau de protecdo desejado. As quantidades
precisas do ingrediente ativo que ¢é necessdrio administrar
dependem da avaliacdo do profissional. Contudo, os intervalos
de dose adequados sdo da ordem de varias centenas de
microgramas de ingrediente ativo por vacinacdo. 0s regimes
posoldgicos adequados para a administracdo inicial e os
reforcos também sdo varidveis, embora sejam tipificados por
uma administracdo inicial seguida de inoculac¢des subsequentes
ou outras administracdes.

O modo de aplicacdo podera ter grandes variacdes. Qualquer
um dos métodos convencionais para administracdo de uma vacina
pode ser aplicado. Estes incluem a aplicacdo oral numa base
sbélida fisiologicamente aceitavel ou numa disperséo

fisiologicamente aceitédvel, parentericamente, por injecédo e
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similares. A dose da vacina dependerd da via de administracéo

e variard de acordo com o tamanho e a satde do sujeito.

Em certos casos, seré desejavel ter miltiplas
administracdes da vacina, por exemplo, 2, 3, 4, 5, 6 ou mais
administracdes. As vacinag¢des podem ter lugar a 1, 2, 3, 4, 5,
6, 7, 8ab5, 6, 7, 8 9, 10, 11, 12 intervalos de doze semanas,
incluindo todos o©os intervalos intermédios. Os reforcos
periddicos a intervalos de 1-5 anos serdo desejaveis para
manter niveis protetores dos anticorpos. O ciclo da imunizacdo
poderd ser seguido por ensaios para 08 anticorpos dirigidos
contra os antigénios, como descrito nas Patentes U.S.
3,791,932; 4,174,384 e 3,949,0064.

1. Transportadores

Uma dada composicdo pode variar na sua imunogenicidade.
Por conseguinte, muitas vezes é necessdrio reforcar o sistema
imune do hospedeiro, podendo alcancar-se 1isso através do
acoplamento de um péptido ou polipéptido a um transportador.
Os transportadores exemplificativos e preferidos sdo a
hemocianina de lapa californiana (KLH) e a albumina sérica de
bovino (BSA). Outras albuminas, como a ovalbumina, a albumina
sérica de ratinho ou a albumina sérica de coelho, também podem
ser usadas como transportadores. Os meios para conjugar um
polipéptido com uma proteina transportadora sdo bem conhecidos
na técnica e incluem o glutaraldeido, o éster do acido m-
maleimidobenzdéico e da N-hidroxisuccinimida, a carbodiimida e
a benzidina bis-biazotada.

2. Adjuvantes

A imunogenicidade das composicdes de polipéptidos ou
péptidos pode ser aumentada mediante a utilizacdo de
estimulantes né&do especificos da resposta imune, conhecidos
como adjuvantes. 0s adjuvantes adequados incluem todos os
compostos imunoestimulantes aceitaveis, como citocinas,
toxinas ou composic®es sintéticas. E possivel usar varios
adjuvantes para aumentar uma resposta de anticorpos contra um
polipéptido variante da SpA ou uma coagulase, ou qualguer outra
proteina Dbacteriana ou combinacdo agui contemplada. Os
adjuvantes podem (1) aprisionar o antigénio no corpo para
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originar uma libertacdo lenta; (2) atrair as células envolvidas
na resposta imune para o local de administracdo; (3) induzir
a proliferacdo ou ativacdo das células do sistema imunitario
ou (4) melhorar a disseminacdo do antigénio pelo corpo do
sujeito.

Os adjuvantes incluem, mas ndo estdo limitados a, emulsdes
6leo em agua, emulsdes agua em Oleo, sais minerais,
polinucledétidos e  substéncias naturais. Os adjuvantes
especificos que poderdo ser usados incluem IL-1, IL-2, IL-4,
IL-7, IL-12, interferdo-y, GMCSP, BCG, sais de aluminio como
hidréxido de aluminio ou outro composto de aluminio, compostos
de MDP como thur-MDP e nor-MDP, CGP (MTP-PE), lipido A e lipido
A monofosforilo (MPL). O sistema adjuvante RIBI, gque contém
trés componentes extraidos de bactérias, MPL, dimicolato de
trealose (TDM) e esqueleto da parede celular (CWS), numa
emulsdo contendo 2% de escaleno e Tween 80. Poderdo mesmo ser
usados antigénios do MHC. Outros adjuvantes e métodos estédo
exemplificados nas Patentes U.S. 6,814,971; 5,084,269 e
6,6560,462.

Os varios métodos de obtencdo do efeito adjuvante para a
vacina incluem a utilizacdo de agentes como hidrdéxido ou
fosfato de aluminio, normalmente usados como uma solucdo a
entre cerca de 0,05% e cerca de 0,1% em tampdo fosfato salino,
a mistura com polimeros sintéticos de aclcares (Carbopol®)
utilizados como uma solucdo a cerca de 0,25% e a agregacdo da
proteina na vacina por tratamento térmico com temperaturas
entre cerca de 70 °C e cerca de 101 °C, durante um periodo de
30 segundos a 2 minutos, respetivamente. A agregacdo mediante
reativacdo com anticorpos tratados com pepsina (Fab) dirigidos
para a albumina, a mistura com células bacterianas (por
exemplo, C. parvum) , endotoxinas ou componentes
lipopolissacarideos de bactérias Gram-negativas, a emulsdo em
veiculos oleosos fisiologicamente aceitdveis (por exemplo,
monooleato de manido (Aracel A)) ou a emulsdo com uma solucédo
a 20% de wum perfluorocarboneto (Fluosol-DA®) usado como
substituto de Dblogueio também poderdo ser empregues para
produzir um efeito adjuvante.

Os exemplos de adjuvantes que sdo frequentemente
preferidos incluem o adjuvante completo de Freund (um
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estimulante ndo especifico da resposta imune contendo
Mycobacterium tuberculosis morta), os adjuvantes incompletos
de Freund e o hidréxido de aluminio.

Em alguns aspetos, ¢é preferido que o adjuvante seja
selecionado para ser um indutor preferencial de uma resposta
do tipo Thl ou do tipo Th2. Niveis elevados de citocinas do
tipo Thl tendem a favorecer a inducdo de respostas imunes
mediadas por células a um dado antigénio, ao passo que niveis
elevados de citocinas do tipo Th2 tendem a favorecer a inducédo

de respostas imunes humorais ao antigénio.

A distincdo entre resposta imune do tipo Thl e do tipo
Th2 ndo é absoluta. Na realidade, um individuo suportaréd uma
resposta imune que € descrita como sendo predominantemente Thl
ou predominantemente Th2. Contudo, muitas vezes & conveniente
considerar as familias de citocinas em termos daquilo descrito
nos clones de células T CD4+ murinas por Mosmann e Coffman
(Mosmann, and Coffman, 1989). Tradicionalmente, as respostas
do tipo Thl estdo associadas a producdo das citocinas INF-vy e
IL-2 por linfécitos T. Outras citocinas muitas vezes
diretamente associadas a inducdo de respostas imunes do tipo
Thl ndo sé&o produzidas por células T, como IL-12. Em contraste,
as resgspostas do tipo Th2 estdo associadas a secrecdo de IL-4,
IL-5, IL-6, IL-10.

Além dos adjuvantes, poderad ser desejavel coadministrar
modificadores da resposta bioldgica (BRM do inglés biologic
response modifiers) para aumentar as respostas imunes. Tem
sido revelado gque os BRM regulam positivamente a imunidade
pelas células T ou regulam negativamente a atividade das
células supressoras. Tais BRM incluem, mas ndo estdo limitados
a, cimetidina (CIM; 1200 mg/d) (Smith/Kline, PR) ;
ciclofosfamida em dose reduzida (CYP; 300 mg/m?) (Johnson/
Mead, NJ), citocinas como o interferédo-y, IL-2 ou IL-12 ou
genes que codificam proteinas envolvidas em funcdes imunes

auxiliares, como B-7.

F. Fragdes e componentes lipidicos

Em determinadas concretizacdes, 0 presente invento

refere-se a composicdes compreendendo um ou mais lipidos
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associados a um &cido nucleico ou um polipéptido/péptido. Um
lipido é uma substdncia que é insoluvel em agua e extraivel
com um solvente orgédnico. 0Os ©peritos na especialidade
reconhecem compostos diferentes daqueles aqui especificamente
descritos como lipidos, e estes estdo abrangidos pelas
composicdes e métodos do presente invento. Um componente
lipidico e um componente gque ndo é um lipido podem ser unidos

um ao outro de forma covalente ou ndo covalente.

Um lipido poderd ser um lipido naturalmente existente ou
um lipido sintético. Contudo, um lipido ¢ geralmente uma
substédncia bioldgica. Os lipidos bioldgicos sdo bem conhecidos
na técnica e incluem, por exemplo, gorduras neutras,
fosfolipidos, fosfoglicéridos, esteroides, terpenos,
lisolipidos, glicosfingolipidos, glucolipidos, sulfatidos,
lipidos com éter e &cidos gordos ligados a éster, lipidos
polimerizéaveis e suas combinacdes.

Uma molécula de &cido nucleico ou um polipéptido/péptido,
associado a um lipido, poderd ser disperso numa solucédo
contendo um lipido, dissolvido com um lipido, emulsionado com
um lipido, misturado com um lipido, combinado com um lipido,
ligado covalentemente a um lipido, contido num lipido como uma
suspensdo ou associado de uma outra forma a um lipido. Uma
composicédo lipidica ou lipidica associada a um poxvirus do
presente invento ndo estd limitada a nenhuma estrutura
particular. Por exemplo, as composicdes poderdo estar
simplesmente disseminadas numa solucédo, eventualmente formando
agregados que ndo sdo uniformes nem em tamanho nem em forma.
Noutro exemplo, as composicdes poderdo estar presentes numa
estrutura em bicamada, como micelas, ou com uma estrutura
“colapsada”. Noutro exemplo ndo limitativo, estd também
contemplado um complexo lipofectamina (Gibco BRL) -poxvirus ou
Superfect (Qiagen)-poxvirus.

Em certas concretizacdes, uma composicédo poderé
compreender cerca de 1%, cerca de 2%, cerca de 3%, cerca de 4%
cerca de 5%, cerca de 6%, cerca de 7%, cerca de 8%, cerca de
9%, cerca de 10%, cerca de 11%, cerca de 12%, cerca de 13%,
cerca de 14%, cerca de 15%, cerca de 16%, cerca de 17%, cerca
de 18%, cerca de 19%, cerca de 20%, cerca de 21%, cerca de
22%, cerca de 23%, cerca de 24%, cerca de 25%, cerca de 26%,
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cerca de 27%, cerca de 28%, cerca de 29%, cerca de 30%, cerca
de 31%, cerca de 32%, cerca de 33%, cerca de 34%, cerca de
35%, cerca de 36%, cerca de 37%, cerca de 38%, cerca de 39%,
cerca de 40%, cerca de 41%, cerca de 42%, cerca de 43%, cerca
de 44%, cerca de 45%, cerca de 46%, cerca de 47%, cerca de
48%, cerca de 49%, cerca de 50%, cerca de 51%, cerca de 52%,
cerca de 53%, cerca de 54%, cerca de 55%, cerca de 56%, cerca
de 57%, cerca de 58%, cerca de 59%, cerca de 60%, cerca de
61%, cerca de 62%, cerca de 63%, cerca de 64%, cerca de 65%,
cerca de 66%, cerca de 67%, cerca de 68%, cerca de 69%, cerca
de 70%, cerca de 71%, cerca de 72%, cerca de 73%, cerca de
74%, cerca de 75%, cerca de 76%, cerca de 77%, cerca de 8%,
cerca de 79%, cerca de 80%, cerca de 81%, cerca de 82%, cerca
de 83%, cerca de 84%, cerca de 85%, cerca de 86%, cerca de
87%, cerca de 88%, cerca de 89%, cerca de 90%, cerca de 91%,
cerca de 92%, cerca de 93%, cerca de 94%, cerca de 95%, cerca
de 96%, cerca de 97%, cerca de 98%, cerca de 99%, ou qualquer
intervalo intermédio, de um lipido particular, um tipo de
lipido ou um componente ndo lipidico como seja um adjuvante,
um antigénio, um péptido, um polipéptido, um aclcar, um acido
nucleico ou outro material aqui divulgado ou tal como conhecido
por um perito na especialidade. Num exemplo ndo limitativo,
uma composicdo poderd compreender cerca de 10% a cerca de 20%
de lipidos neutros, cerca de 33% a cerca de 34% de um
cerebrosido e cerca de 1% de colesterol. Noutro exemplo nédo
limitativo, um lipossoma poderéd compreender cerca de 4% a cerca
de 12% de terpenos, em que cerca de 1% da micela ¢&é
especificamente constituida por licopeno, deixando cerca de 3%
a cerca de 11% do lipossoma constituido por outros terpenos;
cerca de 10% a cerca de 35% de fosfatidilcolina e cerca de 1%
de um componente ndo lipidico. Assim, estd contemplado que as
composicdes do presente invento possam compreender Jquaisquer
uns dos lipidos, tipos de lipidos ou outros componentes em
qualquer combinacdo ou intervalo percentual.

G. Terapéutica de combinagéao

As composicles e métodos relacionados do presente
invento, particularmente a administracdo de um fator de
viruléncia segregado ou de uma proteina de superficie,
incluindo um polipéptido ou péptido wvariante da SpA, e/ou
outras proteinas ou péptidos bacterianos a um doente/sujeito,
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também poderdo ser usados em combinacdo com a administracédo de

terapéuticas tradicionais. Estas incluem, embora nao
exclusivamente, a administracéo de antibidticos como
estreptomicina, ciprofloxacina, doxiciclina, gentamicina,
cloranfenicol, trimetoprim, sulfametoxazol, ampicilina,

tetraciclina ou véarias combinacdes de antibidticos.

Num aspeto, estd contemplado gque uma vacina e/ou
terapéutica a base de um polipéptido seja usada em conjuncéao
com o tratamento antibacteriano. Em alternativa, a terapéutica
poderd anteceder ou suceder ao tratamento com o outro agente
em intervalos que vao desde minutos a semanas. Em
concretizacgdes em que oS outros agentes e/ou as proteinas ou
polinucledtidos sdo administrados separadamente, normalmente
assegurar-se-a que nao decorre um  periodo de tempo
significativo entre o momento de cada administracdo, de modo
que o agente e a composicdo antigénica ainda sejam capazes de
exercer um efeito combinado vantajoso no sujeito. Nesses casos,
estd contemplada a possibilidade de administrar ambas as
modalidades com uma diferenca de cerca de 12-24 h uma da outra
ou uma diferenca de cerca de 6-12 h uma da outra. Nalgumas
situacdes, poderéd ser desejavel prolongar significativamente
0 periodo de tempo para a administracdo, decorrendo varios
dias (2, 3, 4, 5, 6 ou 7) a varias semanas (1, 2, 3, 4, 5, 6,
7 ou 8) entre as respetivas administracdes.

E possivel recorrer a varias combinacdes, por exemplo, a
terapéutica com antibidtico é “A” e a molécula imunogénica
administrada como parte de um regime terapéutico imune, tal
como um antigénio, & “B”:

A/B/A B/A/B B/B/A A/A/B A/B/B B/A/A
A/B/B/B B/A/B/B

B/B/B/A B/B/A/B A/A/B/B A/B/A/B A/B/B/A B/B/A/A
B/A/B/A B/A/A/B A/A/A/B B/A/A/A A/B/A/A A/A/B/A

A administracdo das composicdes imunogénicas do presente
invento a um doente/sujeito seguird os protocolos gerals para

a administracdo de tais compostos, tendo em atencdo a
toxicidade, caso exista, da composicdo da SpA ou de outras
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composicdes aqui descritas. Espera-se que os ciclos de
tratamento sejam repetidos conforme necessario. Estéa
igualmente contemplada a possibilidade de aplicar varias
terapéuticas convencionais, como a hidratacdo, em combinacédo
com a terapéutica descrita.

H. Composigdes farmacéuticas gerais

Em algumas concretizacdes, sdo administradas composicdes
farmacéuticas a um sujeito. Diferentes aspetos do presente
invento envolvem a administracdo de uma quantidade eficaz de
uma composicdo a um sujeito. Em algumas concretizacdes da
presente divulgacdo, antigénios de estafilococos, membros da
via Ess, incluindo polipéptidos ou péptidos da classe Esa ou
Esx, e/ou membros dos substratos da sortase poderdo ser
administrados ao doente para protegé-lo contra a infecdo por
um ou mais agentes patogénicos do tipo estafilococos. Em
alternativa, um vetor de expressdo que codifica um ou mais
destes polipéptidos ou péptidos poderd ser administrado a um
doente como tratamento preventivo. Adicionalmente, tais
compostos podem ser administrados em combinacdo com um
antibidético ou um antibacteriano. Estas composicdes estardo
geralmente dissolvidas ou dispersas num veiculo ou meio agquoso
farmaceuticamente aceitével.

Além dos compostos formulados para administracédo
parentérica, como aqueles para 1injecdo intravenosa ou
intramuscular, outras formas farmaceuticamente aceitéiveis
incluem, por exemplo, comprimidos ou outros sélidos para
administracdo oral, cépsulas de libertacdo controlada e
qualquer outra forma atualmente wusada, incluindo cremes,

locdes, elixires bucais, formas para inalacdo e similares.

Os compostos ativos do presente invento podem ser
formulados para administracdo ©parentérica, por exemplo,
formulados para injecdo pela via intravenosa, intramuscular,
subcutidnea ou mesmo intraperitoneal. A preparacdo de uma
composicdo aquosa que contém um composSto ou compostos que
aumentam a expressdo de uma molécula do MHC de classe I sera
conhecida pelos peritos na especialidade a luz da presente
divulgacdo. Tipicamente, tais composicdes podem ser preparadas
como 1injetéaveis, gquer como solugcdes guer como suspensdes
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liquidas; também é possivel preparar formas sbélidas adequadas
para produzir solucdes ou suspensdes mediante a adicdo de um
liquido antes da injecdo; e as preparacdes podem ser igualmente
emulsionadas.

E possivel preparar solucdes dos compostos ativos como
bases livres ou sais farmacologicamente aceitdveis em &gua
convenientemente misturada com um tensiocativo, tal como
hidroxipropilcelulose. Também é possivel preparar dispersdes
em glicerol, polietilenoglicdéis 1liguidos, suas misturas e
6leos. Em condig¢des normais de armazenamento e utilizacéo,
estas ©preparacdes contém um conservante para impedir o

crescimento de microrganismos.

As formas farmacéuticas adequadas para uso injetéavel
incluem solugdes ou dispersdes aquosas estéreis, formulacdes
incluindo 6leo de sésamo, 6leo de amendoim ou propilenoglicol
aquoso e pobds estéreis para a preparacdo extemporédnea de
solucgdes ou dispersdes injetdveis estéreis. Em todos os casos,
a forma tem que ser estéril e suficientemente fluida para poder
ser facilmente injetada. Também deverd ser estéavel nas
condicdes de fabrico e armazenamento e tem que estar protegida
da acdo contaminante de microrganismos, tais como bactérias e
fungos.

As composicdes proteindceas poderdo ser formuladas como
formas neutras ou como sais. O0s sais farmaceuticamente
aceitdveis incluem os sais de adicdo de 4cido (formados com os
grupos amino livres da proteina), que sdo formados com acidos
inorgédnicos como, por exemplo, os 4&cidos cloridrico ou
fosférico, ou com &cidos orgédnicos como os &cidos acético,
oxéalico, tartédrico, mandélico e similares. Os sais formados
com 0S8 grupos carboxilo livres também podem ser produzidos a
partir de bases inorgdnicas como, por exemplo, os hidrdxidos
de sbédio, potéssio, ambdénio, cédlcio ou férrico e bases orgénicas
como a isopropilamina, trimetilamina, histidina, procaina e

similares.

0 veiculo também pode ser um solvente ou meio de dispersédo
contendo, por exemplo, &agua, etanol, um poliol (por exemplo,
glicerol, propilenoglicol, polietilenoglicol liguido e
similares), misturas adequadas destes e O6leos vegetais. A
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fluidez adequada pode ser preservada, por exemplo, mediante a
utilizacdo de um revestimento como a lecitina, mediante a
manutencdo do tamanho de particula necessario no caso de uma
dispersédo e mediante o uso de tensicativos. A prevencdo da
acdo dos microrganismos pode ser obtida através de vAarios
agentes antibacterianos e antiftngicos, por exemplo,
parabenos, clorobutanol, fenol, &cido sérbico, timerosal e
similares. Em muitos casos, sera preferivel incluir agentes
isotdénicos, por exemplo, acucares ou cloreto de sdédio. A
absorcdo prolongada das composicgdes injetdveis pode ser obtida
mediante a utilizacdo, nas composicdes, de agentes que atrasam
a absorcdo, por exemplo, monoestearato de aluminio e gelatina.

As solucdes injetéveis estéreis sdo preparadas por
incorporacdo dos compostos ativos, na quantidade necesséaria,
no solvente apropriado, Jjuntamente com varios dos outros
componentes enumerados acima, conforme necessario, seguida de
esterilizacdo por filtracdo. De uma forma geral, as dispersdes
sd0 preparadas por incorporacdo dos varios componentes ativos
esterilizados num veiculo estéril, que contém o meio de
dispersdo basico e os outros componentes necessarios de entre
aqueles enumerados acima. No caso de pdbds estéreis para a
preparacdo de solugdes injetdveis estéreis, os métodos
preferidos de preparacdo sdo as técnicas de secagem sob vacuo
e liofilizacdo, que fornecem um pd do componente ativo mais
qualquer componente desejado adicional, a partir de uma solucédo
previamente filtrada em condigdes estéreis.

A administracdo das composicdes de acordo com O presente
invento serd tipicamente efetuada por qualgquer via habitual.
Tal inclui, mas ndo estd limitado a, administracdo oral, nasal
ou bucal. Em alternativa, a administracédo podera ser feita por
injecdo ortotdpica, intradérmica, subcutidnea, intramuscular,
intraperitoneal, intranasal ou intravenosa. Em determinadas
concretizacgbes, uma composicdo de vacina poderd ser inalada
(por exemplo, Patente U.S. 6,651,655, que ¢é especificamente
incorporada através de referéncia). Tais composicdes seriam
normalmente administradas como composicdes farmaceuticamente
aceitdveis que incluem veiculos, tampdes ou outros excipientes
fisiologicamente aceitédveis. Tal como aqui utilizado, o termo
“farmaceuticamente aceitével” refere-se aqueles compostos,

materiais, composicdes e/ou formas farmacéuticas gque, no
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dmbito de uma apreciacdo médica sdélida, sdo adequados para
estar em contacto com os tecidos dos seres humanos e animais
sem excessiva toxicidade, irritacdo, resposta alérgica ou
outras complicacdes, proporcionalmente a uma relacédo
risco/beneficio razodvel. O termo “veiculo farmaceuticamente
aceitavel” designa um material, composicdo ou veiculo
farmaceuticamente aceitéavel, tal como uma carga, diluente,
excipiente, solvente ou material encapsulante liquido ou
sélido, envolvido no suporte ou transporte de um agente
quimico.

Para a administracédo parentérica numa solucdo aquosa, por
exemplo, a solucdo deverd ser adequadamente tamponada, se
necesséario, e o diluente liquido deverd ser primeiro tornado
isotdénico com uma quantidade suficiente de soro fisioldgico ou
glucose. Estas solugdes aquosas particulares sdo especialmente
adequadas para administracdo intravenosa, intramuscular,
subcutdnea e intraperitoneal. A este respeito, os meios aquosos
estéreis que podem ser utilizados serdo conhecidos pelos
peritos na especialidade a luz da presente divulgacdo. Por
exemplo, uma dose poderia ser dissolvida em solucdo de NaCl
isotbénica e adicionada a fluido de hipoderméclise ou injetada
no local de infusdo proposto (ver, por exemplo, Remington's
Pharmaceutical Sciences, 1990). Verificar-se-4 necessariamente
uma certa variacdo da dose dependendo da condicdo do sujeito.
Em todo o <caso, a pessoa responsavel pela administracéo
determinard a dose apropriada para o sujeito individual.

Uma quantidade eficaz da composicdo terapéutica ou
profildtica é determinada com base no objetivo pretendido. O
termo “dose unitdria” ou “monodose” refere-se a unidades
fisicamente discretas adequadas para utilizar num sujeito, em
que cada unidade contém uma quantidade predeterminada da
composicédo, calculada para produzir as respostas desejadas
discutidas acima em associacdo com a sua administracdo, isto
¢, a via e o regime posoldgico apropriados. A quantidade a
administrar, de acordo tanto com o numero de tratamentos como
com a dose unitédria, depende da protecdo desejada.

As quantidades precisas da composicdo também dependem da
avaliacdo do profissional e sdo préprias de cada individuo. Os
fatores que afetam a dose incluem o estado fisico e clinico do



EP 2 414 387/PT
88

sujeito, a via de administracdo, o objetivo pretendido com o
tratamento (alivio dos sintomas wversus cura) e a poténcia,
estabilidade e toxicidade da composicdo particular.

Apds a formulacdo, as solucdes serdo administradas de um
modo compativel com a forma farmacéutica e numa gquantidade que
é terapéutica ou profilaticamente eficaz. As formulacdes sé&o
facilmente administradas numa variedade de formas
farmacéuticas, tais como o tipo de solucdes 1injetéveis
descritas acima.

I. Administracdo in vitro, ex vivo ou in vivo

Tal como agui utilizado, o termo administracdo in vitro
refere-se a manipulaces efetuadas em células removidas de um
sujeito ou no exterior de um sujeito, incluindo, mas né&o
limitadas a, células em cultura. O termo administracdo ex vivo
refere-se a células que foram manipuladas in vitro e sé&o
subsequentemente administradas a um sujeito. 0O termo
administracdo in vivo inclui todas as manipulacdes efetuadas

no interior de um sujeito.

Em determinados aspetos do presente invento, as
composicdes poderdo ser administradas in vitro, ex vivo ou 1in
vivo. Em certas concretizacdes in vitro, linhas celulares de
linfécitos B autdlogos sdo incubadas com um vetor viral do
presente invento durante 24 a 48 horas ou com uma SpA variante
e/ou coagulase e/ou qualquer outra composicdo aqui descrita
durante duas horas. As células transduzidas podem depois ser
usadas para anaédlise in vitro ou, em alternativa, para
administracdo ex vivo. As Patentes U.S. 4,690,915 e 5,199,942
divulgam métodos para proceder a manipulacdo ex vivo de células
mononucleares sanguineas e células da medula dssea destinadas

a aplicacdes terapéuticas.
VII. EXEMPLOS

Os exemplos seguintes sdo fornecidos a fim de ilustrar
varias concretizacdes do invento e ndo se destinam a limitar
0 presente invento de nenhuma forma. Um perito na especialidade
compreenderd facilmente que o presente invento estd bem
adaptado para executar os objetos e obter os fins e vantagens
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mencionados, assim como aqueles objetos, fins e wvantagens
inerentes a eles. 0Os presentes exemplos, Jjuntamente com os
métodos aqui descritos, sdo presentemente representativos das
concretizacdes preferidas, sdo exemplificativos e nao
pretendem ser limitacdes do &mbito do invento.

EXEMPLO 1

VARIANTES DA PROTEINA A NAO TOXIGENICAS COMO VACINAS
SUBUNITARIAS PARA PREVENIR AS INFEGCOES POR STAPHYLOCOCCUS
AUREUS

Um modelo animal para a infe¢do por S. aureus. Ratinhos
BALB/c foram infetados por injecdo intravenosa com 1x107 UFC
do isolado clinico humano S. aureus Newman (Baba et al., 2007).
No espaco de 6 horas apds a infecdo, 99,999% dos estafilococos
desapareceram da corrente sanguinea e foram distribuidos via
a vasculatura. A disseminacdo estafilocdcica para os tecidos
periféricos verificou-se rapidamente, uma vez dJue a carga
bacteriana no rim e noutros tecidos de &érgdos periféricos
atingiu 1x10° UFC g! nas primeiras trés horas. A carga
estafilocdécica nos tecidos renais aumentou em 1,5 log UFC no
espaco de vinte e gquatro horas. Quarenta e oito horas apds a
infecdo, os ratinhos desenvolveram abcessos disseminados em
maltiplos érgdos, detetdveis por microscopia 6tica do tecido
renal finamente seccionado e corado com hematoxilina-eosina.
O diémetro do abcesso inicial foi de 524 pM (+ 65 uM); as
lesdes foram inicialmente marcadas por um influxo de leucdcitos
polimorfonucleares (PMN) e n&o albergavam nenhuma organizacédo
discernivel dos estafilococos, a maior parte dos quais parecia
situar-se no interior dos PMN. No dia 5 da infecdo, os abcessos
aumentaram de tamanho e delimitavam uma populacdo central de
estafilococos, rodeada por uma camada de material eosinofilico
amorfo e um anel grande de PMN. A histopatologia revelou a
existéncia de necrose massiva dos PMN na proximidade do nidus
estafilocédcico, no centro das lesdes, bem como de um manto de
fagébcitos saudaveis. Observou-se uma coroa de PMN necrdticos
na periferia dos abcessos, contigua ao material eosinofilico
amorfo que separa o tecido renal saudivel das lesBes. Os
abcessos eventualmente atingiram um didmetro 2 1524 pM no dia
15 ou 36. Em intervalos de tempo posteriores, a carga
estafilocdécica aumentou para 104-10°% UFC gl e os abcessos em
crescimento migraram na direcdo da capsula do érgdo. As lesles
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periféricas mostraram-se propensas a rutura, libertando assim
material necrdético e estafilococos na cavidade peritoneal ou
no espaco retroperitoneal. Estes eventos produziram
bacteriemia, bem como uma onda secundéria de abcessos, acabando
por precipitar um resultado letal.

Para enumerar a carga estafilocdcica no tecido renal, os
animais foram mortos, os seus rins excisados e o homogenato do
tecido espalhado em meio contendo &dgar-&gar para a formacido de
colénias. No dia 5 da infecdo, observou-se uma média de 1x10°
UFC g ! de tecido renal para S. aureus Newman. Para quantificar
a formacdo de abcessos, os rins foram inspecionados visualmente
e cada 6rgdo individual recebeu uma classificacdo de um ou
zero. A soma final foi dividida pelo nuUmero total de rins para
calcular a percentagem de abcessos a superficie (Tabela 3).
Adicionalmente, rins selecionados aleatoriamente foram fixados
em formalina, incluidos, cortados em seccdes finas e corados
com hematoxilina-eosina. Para cada rim, observaram-se quatro
seccdes sagitais a intervalos de 200 uM por microscopia. O
numero de lesdes foi contado para cada seccdo, calculando-se
a média para quantificar o numero de abcessos nos rins. S.
aureus Newman provocou 4,364 *+ 0,889 abcessos por rim e
observaram-se abcessos a superficie em 14 de 20 rins (70%)
(Tabela 3).

Quando foi examinada por microscopia eletrdénica de
varrimento, a bactéria S. aureus Newman foi localizada em
camadas estreitamente associadas no centro dos abcessos. Os
estafilococos encontravam-se limitados por uma pseudocapsula
amorfa que separava as bactérias do anel de leucdbdcitos do
abcesso. Ndo foram observadas células imunes nestes ninhos
centrais de estafilococos. Contudo, observaram-se gldbulos
vermelhos ocasionais entre as bactérias. As populacgdes
bacterianas no centro do abcesso, denominadas comunidades do
abcesso estafilocdécico (SAC do inglés staphylococcal abscess
communities), surgiram homogéneas e revestidas por um material
granular e eletronicamente denso. A cinética do aparecimento
das lesdes infeciosas e os atributos morfoldgicos dos abcessos
formados por S. aureus Newman foram similares aos observados
apds a infecdo de ratinhos com S. aureus USA300 (LAC), o clone
de S. aureus resistente a meticilina da epidemia atual
adqguirida na comunidade (CA-MRSA) nos Estados Unidos (Diep et
al., 2006).
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Os mutantes de S. aureus da proteina A (spa) séo
avirulentos e ndo conseguem formar abcessos. A sortase A é uma
transpeptidase que imobiliza dezanove proteinas de superficie
no envelope da estirpe S aureus Newman (Mazmanian et al., 1999;
Mazmanian et al., 2000). Trabalhos prévios identificaram a
sortase A como um fator de viruléncia em miltiplos sistemas de
modelos animais. Contudo, as contribuicdes desta enzima e das
suas proteinas de superficie ancoradas para a formacdo ou
persisténcia dos abcessos ainda ndo foram reveladas (Jonsson
et al., 2002; Weiss et al., 2004). Em comparagcdo com O
progenitor de tipo selvagem (Baba et al., 2007), uma variante
srtA isogénica (AsrtA) ndo conseguiu formar abcessos perante
um exame macroscdpico ou histopatoldgico nos dias 2, 5 ou 15.
Em ratinhos infetados com o mutante strA, recuperaram-se apenas
1x104 UFC g! do tecido renal no dia 5 da infecdo, gque ¢ uma
reducdo de 2,046 login UFC g! em comparacdo com a estirpe
parental de tipo selvagem (P=6,73x107%). Observou-se um defeito
idéntico para o mutante srtA da estirpe de MRSA TUSA300
(resultados ndo apresentados). A microscopia eletrébdnica de
varrimento mostrou que os mutantes srtA estavam muito dispersos
e frequentemente associados a leucdcitos no tecido renal de
outro modo saudavel. No dia quinze apds a infecdo, os mutantes
srtA foram eliminados dos tecidos renais, uma reducdo 2 3,5
logio UFC g! em comparacdo com o tipo selvagem (Tabela 3).
Assim, as proteinas de superficie ancoradas pela sortase A
permitem a formacdo de abcessos e a persisténcia das bactérias
nos tecidos do hospedeiro, onde os estafilococos se replicam
como comunidades incluidas numa matriz extracelular e
protegidas dos leucédcitos circundantes por uma pseudocédpsula
amorfa.

A sortase A ancora um largo espectro de proteinas com
sinais de enderecamento contendo um motivo LPXTG ao envelope
da parede celular, permitindo desta forma a apresentacdo a
superficie de muitos fatores de viruléncia (Mazmanian et al.,
2002) . Para identificar as proteinas de superficie necesséarias
para a formacdo dos abcessos estafilocdcicos, introduziram-se
insercdes bursa aurealis nas sequéncias codificantes 5’ de
genes que codificam polipéptidos com um motivo LPXTG (Bae et
al., 2004), e estas mutacdes foram transduzidas em S. aureus
Newman. As mutacdes no gene estrutural para a proteina A (spa)
reduziram a carga estafilocdcica nos tecidos renais de ratinhos
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infetados em 1,004 logio (P=0,0144). Quando foram analisados
por histopatologia gquanto a capacidade de formar abcessos nos
tecidos renais, observamos que o0s mutantes spa ndo foram
capazes de formar abcessos em comparacdo com a estirpe parental
de tipo selvagem S. aureus Newman (S. aureus Newman de tipo
selvagem 4,304 = 0,889 abcessos por rim versus o mutante spa
isogénico com 0,375 + 0,374 lesdes; P = 0,03506).

A proteina A bloqueia as respostas imunes inata e
adaptavel. Estudos identificaram a proteina A como sendo um
fator de viruléncia critico durante a patogénese das infecdes
por S. aureus. Trabalhos prévios demonstraram que a proteina
A impede a fagocitose dos estafilococos através da ligacdo ao
componente Fc da imunoglobulina (Jensen, 1958; Uhlen et al.,
1984), ativa a agregacdo plaquetaria via o fator de wvon
Willebrand (Hartleib et al., 2000), atua como um superantigénio
das células B ao capturar a regido F(ab), da IgM portadora de
VH3 (Roben et al., 1995) e, através da sua ativacdo do TNFRI1,
pode iniciar a pneumonia estafilocébdcica (Gomez et al., 2004).
Devido ao facto de a proteina A capturar as imunoglobulinas e
apresentar atributos téxicos, a possibilidade de esta molécula
de superficie funcionar como uma vacina nos seres humanos nédo
foi pesquisada com rigor. Os inventores demonstram pela
primeira vez que as variantes da proteina A que Jj& ndo séo
capazes de se ligar as imunoglobulinas, a vWE e a TNFR-1 estéo
desprovidas do seu potencial toxigénico e s&do capazes de
estimular respostas imunes humorais qgue protegem contra a
doenca estafilocédcica.

Base molecular da apresentac¢do a superficie e da funcéo
da proteina A. A proteina A é sintetizada como um precursor no
citoplasma bacteriano e é segregada via o0 seu péptido sinal
YSIRK ao nivel da parede transversal, 1isto é, o septo de
divisdo celular de estafilococos (FIG. 1) (DeDent et al., 2007;
DeDent et al., 2008). Apds clivagem do sinal de enderecamento
LPXTG C-terminal, a proteina A é ancorada a reticulacdes do
peptidoglicano bacteriano pela sortase A (Schneewind et al.,
1995; Mazmanian et al., 1999; Mazmanian et al., 2000). A
proteina A é a proteina de superficie de estafilococos mais
abundante; a molécula ¢ expressa virtualmente por todas as
estirpes de S. aureus (Said-Salim et al., 2003; Cespedes et
al., 2005; Kennedy et al., 2008). Os estafilococos regeneram
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15-20% da sua parede celular por ciclo de divisédo (Navarre and
Schneewind, 1999). As hidrolases murinas clivam as cadeias de
glicano e os péptidos do peptidoglicano, libertando, assim,
para o meio extracelular a proteina A com o seu tetrapéptido-
dissacarideo da parede celular C-terminal acoplado (Ton-That
et al., 1999). Assim, por designio fisioldbgico, a proteina A
encontra-se ancorada a parede celular e apresentada na
superficie bacteriana, mas também ¢ libertada para os tecidos
circundantes durante a infecdo do hospedeiro (Marraffini et
al., 2006).

A proteina A captura as imunoglobulinas na superficie
bacteriana, e esta atividade bioquimica permite a fuga
estafilocdcica as respostas imunes inata e adquirida do
hospedeiro (Jensen, 1958; Goodyear et al., 2004). De forma
interessante, a regido X da proteina A (Guss et al., 1984), um
dominio de repeticdo que une os dominios de ligacédo as IgG ao
sinal de enderecamento LPXTG/&ncora da parede celular, ¢ talvez
a porcdo mais variavel do genoma estafilocédcico (Schneewind et
al., 1992; Said-Salim, 2003). Cada um dos cinco dominios de
ligacdo as imunoglobulinas da proteina A (SpA), formados por
feixes de trés hélices e denominados E, D, A, B e C, apresenta
propriedades estruturais e funcionais similares (Sjodahl,
1977; Jansson et al., 1998). A solucdo e a estrutura cristalina
do dominio D foram resolvidas com e sem os ligandos Fc e Vi3
(Fab), que se ligam a Proteina A de uma forma ndo competitiva
em locais distintos (Graille 2000).

No complexo da estrutura cristalina, o fragmento Fab
interage com a hélice II e a hélice III do dominio D por meio

de uma superficie constituida por quatro cadeias P da regido
VH (Graille 2000). O eixo principal da hélice II do dominio
D faz um angulo de aproximadamente 50° com a orientacdo das
cadeias e a porcdo inter-helicoidal do dominio D estd mais
préxima da cadeia CO. O local de interacdo no fragmento Fab é
distante da regido constante de cadeia pesada e da cadeia leve
da imunoglobulina. A interacdo envolve o0s seguintes residuos
do dominio D: Asp-36 da hélice II assim como Asp-37 e Gln-40
na volta entre a hélice II e a hélice III, além de varios
outros residuos com SpA-D (Graille 2000). Ambas as superficies
interatuantes sdo predominantemente constituidas por cadeias
laterais polares, com trés residuos carregados negativamente
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no dominio D e dois residuos carregados positivamente no 2A2
Fab enterrados pela interacdo, proporcionando uma atracido
eletrostatica global entre as duas moléculas. Das cinco
interacdes polares identificadas entre o fragmento Fab e o
dominio D, trés sdo entre cadeias laterais. Estabelece-se uma
ponte salina entre Arg-H19 e Asp-36 e duas ligacdes de
hidrogénio entre Tyr-H59 e Asp-37 e entre Asn-H82a e Ser-33.
Devido a conservacdo de Asp-36 e Asp-37 na totalidade dos cinco
dominios de ligacédo as IgG da proteina A, estes residuos foram
selecionados para mutagénese.

Os locais em SpA-D responsaveis pela ligacdo ao fragmento
Fab estdo estruturalmente separados da superficie do dominio
que medeia a ligacdo a Fcy. A interacdo de Fcy com o dominio
B envolve principalmente residuos na hélice I, com um menor
envolvimento da hélice II (Deisenhofer, 1981; Gouda et al.,
1992). Com excecdo do residuo GIln-32, qgue representa um
contacto secunddrio em ambos os complexos, nenhum dos residuos
que medeia a interacdo com Fcy estd envolvido na ligacédo a
Fab. Para analisar a relacdo espacial entre estes diferentes
locais de 1ligacdo as imunoglobulinas, sobrepuseram-se 0S8
dominios da SpA nestes complexos para construir um modelo de
um complexo entre Fab, o SpA-dominio D e a molécula Fcy. Neste
modelo terndrio, os fragmentos Fab e Fcy formam uma sanduiche
em faces opostas da hélice II, sem sinais de impedimento
estéreo de qualquer uma das interacdes. Estas constatacdes
ilustram a forma como, apesar do seu tamanho reduzido (isto &,
56-61 aa), um dominio da SpA pode exibir simultaneamente ambas
as atividades, explicando as observacdes experimentais de que
as interacdes do fragmento Fab com um dominio individual sé&o
ndo competitivas. 0Os residuos para a interacdo entre SpA-D e
Fcy sdo Gln-9 e GIn-10.

Em contraste, a ocupacdo do dominio D por parte da porcio
Fc das IgG blogueia a sua interacdo com o dominio Al do VWE e
provavelmente também com o TNFR1 (O'Seaghdha et al., 2006). As
mutacdes nos residuos essenciais para a ligacdo ao fragmento
Fc das IgG (F5, Q9, 10, Ss11, F13, Y14, L17, N28, I31 e K35H)
também s&o necessarias para a ligacdo ao dominio Al do VvWE e
ao TNFR1 (Cedergren et al., 1993; Gomez et al., 2006;
O'Seaghdha et al., 2006), ao passo que o0s residuos criticos
para a interacdo com VH3 (Q26, G29, F30, S33, D36, D37, 040,
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N43, E47) ndo tém qualgquer impacto nas atividades de ligacéo
de Fc IgG, Al vWF ou TNFR1 (Jansson et al., 1998; Graille et
al., 2000). A atividade de ligacdo da proteina A ao fragmento
Fab das imunoglobulinas visa um subconjunto de células B que
expressam IgM relacionadas com a familia Vi3 na sua superficie,
isto é, estas moléculas atuam como recetores das células B do
tipo VH3 (Roben et al., 1995). Ao interagirem com a SpA, estas
células B proliferam rapidamente e depois entregam-se a
apoptose, conduzindo a uma eliminacdo preferencial e
prolongada dos linfdécitos B do tipo inato (ou seja, células B
da =zona marginal e células B2 foliculares) (Goodyear and
Silverman, 2003; Goodyear and Silverman, 2004). E importante
salientar que mais de 40% das células B circulantes sdo visadas
pela interacdo da proteina A, e a familia Vi3 representa a
maior familia de recetores das células B humanas que confere
respostas humorais protetoras contra organismos patogénicos
(Goodyear and Silverman, 2003; Goodyear and Silverman, 2004).
Assim, a proteina A atua de forma andloga aos superantigénios
de estafilococos (Roben et al., 1995), se bem que esta Ultima
classe de moléculas, por exemplo SEB, TSST-1, TSST-2, forma
complexos com o <recetor das células T para estimular
inapropriadamente respostas imunes no hospedeiro,
precipitando, dessa forma, vertentes caracteristicas das
infecdes estafilocdcicas (Roben et al., 1995; Tiedemann et
al., 1995). No seu conjunto, estas constatacdes documentam as
contribuicdes da proteina A para o estabelecimento das infecdes
estafilocbécicas e para a modulacdo das respostas imunes do
hospedeiro.

Variante da proteina A ndo toxigénica. 0s inventores
desenvolveram uma variante ndo toxigénica da proteina A de
estafilococos e, munidos deste reagente, procuraram pela
primeira vez medir a resposta imune de animais & imunizacdo
com a proteina A. Além disso, o0s inventores abordam a gquestédo
de a imunizacdo dos animais com uma variante ndo toxigénica da
proteina A poder ou ndo gerar respostas imunes que ddo origem

a uma imunidade protetora contra a infecdo estafilocdcica.

Para perturbar as atividades de ligacdo da proteina A ao
fragmento Fc das IgG, ao dominio Al do VvWEF e ao TNFR1l, os
residuos de glutamina (Q) 9 e 10 [a numeracdo aqui é derivada
da numeracdo estabelecida para o dominio D da SpA] foram
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modificados, gerando-se substituicdes por lisina ou glicina
para ambas as glutaminas, na expetativa de estas substituicdes
abolirem as ligac®es idénicas formadas entre a proteina A de
tipo selvagem e os seus ligandos. O efeito adicionado da dupla
substituicdo por lisina poderd ser o facto de estes residuos
carregados positivamente instituirem uma carga repelente para
as imunoglobulinas. Para perturbar a ligacdo a Va3 Fab das IgM,
0s inventores selecionaram os residuos de aspartato (D) 36 e
37 do SpA-D, em que cada um deles é necessdrio para a associacéo
da proteina A ao recetor das células B. D36 e D37 foram ambos
substituidos por alanina. As mutacdes Q9,10K e D36, 37A foram
combinadas na molécula recombinante SpA-Doo,10x;036,372 € testadas
relativamente aos atributos de ligacdo da proteina A.

Em resumo, a sequéncia gendmica da proteina A (spa) de
Staphylococcus aureus N315 foi amplificada por PCR com os
iniciadores (GCTGCACATATGGCGCAACACGATGAAGCTCAAC [iniciador
5'] (SEQ ID NO:35) e AGTGGATCCTTATGCTTTGTTAGCATCTGC [iniciador
3'] (SEQ ID NO:36)), clonada no vetor pET15b (pYSJl, coddes
48-486) (Stranger-Jones, et al., 2006) e o plasmideo
recombinante foi transformado em E. coli BL21 (DE3) (Studier
et al., 1990). O produto proteina A derivado de pYSJl
compreende o0s residuos 36-265 da SpA fundidos com a marca His
N-terminal (MGSSHHHHHHSSGLVPRGS (SEQ ID NO:37)) . Apbs
expressdo indutivel por IPTG, a SpA recombinante com uma marca
Hiss N-terminal foi purificada por cromatografia de afinidade
numa resina de Ni-NTA (Stranger-Jones et al., 2006). O dominio
D da SpA (SpA-D) foi amplificado por PCR com um par de

iniciadores especificos (AACATATGTTCAACAAAGATCAACARAAGC
[iniciador 5'] (SEQ ID NO:38) e AAGGATCCAGATTCGTTTAATTTTTTAGC
[iniciador 3'] (SEQ ID NO:39)), subclonado no vetor pET15b

(pHAN1, coddes de spa 212-261) e o plasmideo recombinante foi
transformado em E. coli BL21 (DE3) para expressar e purificar
a proteina recombinante com uma marca Hiss N-terminal. Para
gerar as mutacdes na sequéncia codificante do SpA-D,
sintetizaram-se conjuntos de dois pares de iniciadores (para
as substituicdes de D por A
CTTCATTCAAAGTCTTAAAGCCGCCCCAAGCCAAAGCACTAAC [iniciador 5']
(SEQ ID NO:40) e GTTAGTGCTTTGGCTTGGGGCGGCTTTAAGACTTTGAATGAAG
[iniciador 3'] (SEQ ID NO:41); para as substituicdes de Q por
K: CATATGTTCAACAAAGATAAAAAAAGCGCCTTCTATGAAATC [iniciador 5']
(SEQ ID NO:42) e GATTTCATAGAAGGCGCTTTTTTTATCTTTGTTGAACATATG
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[iniciador 3'] (SEQ ID NO:43); e para as substituicdes de Q
por G: CATATGTTCAACAAAGATGGAGGAAGCGCCTTCTATGAAATC [iniciador
5'] (SEQ ID NO:44) e
GATTTCATAGAAGGCGCTTCCTCCATCTTTGTTGAACATATG' [iniciador 3']
(SEQ ID NO:45)). Os iniciadores foram usados para protocolos
de mutagénese quick-change. Apbds a mutagénese, as sequéncias
de ADN foram confirmadas para cada uma das proteinas
recombinantes: SpA, SpA-D, SpA-Dgo,10c;036,372 € SPA-Dgo,10%;036,378 .
Todas as proteinas foram purificadas a partir dos lisados de
E. coli recombinante utilizando cromatografia em Ni-NTA e
subsequentemente dialisadas contra PBS e armazenadas a 4 °C.

Para medir a ligacdo da imunoglobulina a proteina A e as
suas variantes, diluiram-se 200 ug da proteina purificada num
volume de 1 ml de tampdo da coluna (Tris-HC1 50 mM, NaCl 150
mM; pH 7,5) e introduziu-se numa coluna de Ni-NTA pré-
equilibrada (volume do leito de 1 ml). As colunas foram lavadas
com 10 ml de tampdo da coluna. Diluiram-se 200 pg de IgG humana
purificada num volume total de 1 ml de tampdo da coluna e
aplicou-se esta solucdo a cada uma das colunas carregadas com
proteina A e as suas variantes. As colunas foram
subsequentemente lavadas com 5 ml de tampdo de lavagem
(imidazol 10 mM em tampdo da coluna) e 5 ml de tampdo da
coluna. As amostras de proteina foram eluidas com 2 ml de
tampdo de eluicdo (imidazol 500 mM em tampdo da coluna),
recolheram-se as fracdes e submeteram-se aliquotas a
eletroforese em gel SDS-PAGE, seguida de coloracdo com azul de
Coomassie. Como ilustrado na FIG. 1C, tanto a proteina A de
tipo selvagem (SpA) como o respetivo SpA-dominio D retiveram
a imunoglobulina durante a cromatografia. Em contraste, a

variante SpA-Dgg,10%;p36,37a Ndo se ligou a imunoglobulina.

Para quantificar a ligacdo da proteina A e das suas
variantes a porcdo Fc da imunoglobulina e ao dominio VH3 de
Fab, utilizou-se imunoglobulina G humana [hIgG] conjugada com
HRP, a porcdo Fc de IgG humana [hFc] e a porcdo F(ab), de IgG
humana [hF (ab)2], assim como ensaios ELISA para quantificar a
quantidade relativa de ligacdo a proteina A e suas variantes.
Os resultados na FIG. 1D demonstram a ligacdo da SpA e SpA-D
a hIgG e hFc, engquanto SpA-Dg9,10G;036,2378 € SPA-Dgo,10k;D36,37A
apresentaram apenas atividades de ligacdo de fundo. A SpA ligou
quantidades similares de hFc e hF(ab);. A ligacdo de SpA-D a
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hF (ab)2, contudo, foi reduzida em comparacdo com a SpA
completa. Este resultado sugere que a presenca de maltiplos
dominios de ligacdo a IgG podera aumentar cooperativamente a
capacidade da proteina A para se ligar ao recetor das células
B. Quando comparadas com o poder de ligacdo reduzido de SpA-D
para hF (ab),, das duas variantes apenas SpA-Dgo,10k;p36,37a MOStrou
uma reducdo significativa da capacidade de ligacdo ao dominio
VH3 da imunoglobulina. De forma a examinar os atributos
toxigénicos do SpA-D e respetivas variantes, as proteinas
purificadas foram injetadas em ratinhos, que foram
sacrificados apbdés 4 horas para remover os bacos. O tecido do
6rgdo foi homogeneizado, o material capsular foi removido e as
células B foram coradas com anticorpos CD19 fluorescentes.
Apds a anadlise por FACS para quantificar a abundancia de
células B nos tecidos esplénicos, observou-se que o SpA-D
provocou uma queda de 5% na contagem de células B em comparacao
com um controlo simulado (mock) (PBS) (FIG. 1E). Em contraste,
a variante SpA-Dg9,10x;p36,372 NAO causou uma reducdo nas contagens
de células B, indicando que a molécula mutante havia perdido
0s seus atributos toxigénicos de estimular a proliferacdo e
morte das células B (FIG. 1lE). Em resumo, as substituicdes de
aminoacidos nos residuos Q9, Q10, D36 e D37 do SpA-D aboliram
a capacidade dos dominios da proteina A para ligarem as
imunoglobulinas ou exercerem func¢des toxigénicas nos tecidos
humanos e animais.

As variantes da proteina A ndo toxigénicas conferem
protecdo wvacinal. Para testar se a proteina A e as suas
variantes podem ou ndo funcionar como antigénios vacinais, as
proteinas SpA, SpA-D, SPA-Doo,10x;036,372a € SPA-Doo,106;036,372 foram
emulsionadas com adjuvante completo ou incompleto de Freund e
utilizadas para imunizar ratinhos BALB/c com 4 semanas de idade
no dia 1 e no dia 11, com 50 pg de proteina purificada. Os
coortes de animais (n=5) foram analisados em termos das
respostas imunes humorais a imunizacdo, por meio de sangramento
dos animais antes (dia 0) e apds o regime de imunizacdo (dia
21). A Tabela 4 indica que os ratinhos imunizados produziram
apenas uma resposta imune humoral modesta contra a proteina A
de tipo selvagem ou o seu mdédulo SpA-D, ao passo que a
quantidade de anticorpo produzido no seguimento da imunizacéo
com SpA-Dgo,10%;036,37a OU  SPA-Dgg,106;036,372 sofreu um aumento de
quatro a cinco vezes. Apds a provocacdo intravenosa com 1 x



EP 2 414 387/PT
100

107 UFC de S. aureus Newman, os animails foram mortos no dia 4,
0s seus rins removidos e subsequentemente analisados quer
quanto a carga estafilocédcica (por plagqueamento do homogenato
do tecido em placas contendo &gar-4gar e contabilizacdo das
unidades formadoras de colbnias, UFC) quer gquanto a
histopatologia. Como esperado, os ratinhos imunizados de forma
simulada (PBS) (n=19) albergaram 6,46 login (* 0,25) UFC no
tecido renal e as lesdes infeciosas estavam organizadas em 3,7
(£ 1,2) abcessos por é6érgdo (n=10) (Tabela 4). A imunizacdo dos
animais com SpA levou a uma reducédo de 2,51 logio UFC no dia 5
(P=0,0003) com 2,1 (x 1,2) abcessos por oérgdo. Os uUltimos
resultados indicam que ndo existiu uma reducdo significativa
da formacdo de abcessos (P=0,35). A imunizacdo com SpA-D
produziu resultados idénticos: uma redugdo de 2,03 logio UFC
no dia b5 (P=0,0001) com 1,5 (x 0,8) abcessos por &érgéo
(P=0,15). Em contraste, a imunizacdo com SpA-Dgo,10k;D036,37a OU
SpA-Dgg,106¢;036,378a Criou uma protecdo acrescida, com reducdes de
3,07 logis e 3,03 1login UFC no dia 4, respetivamente
(significancia estatistica P<0, 0001 para ambas as
observacbes). Além disso, a imunizacdo com ambas as espécies
SPA-Dgog, 10%;D36, 37a e SPA-Dq9,106;D36,37a gerou uma protecéao
significativa contra a formacdo de abcessos estafilocédcicos,
na medida em que apenas foram identificadas 0,5 (+ 0,4) e 0,8
(£ 0,5) lesdes infeciosas por 6rgdo (P=0,02 e P=0,04). Assim,
a imunizacdo com variantes da proteina A ndo toxigénicas gera
respostas imunes humorais aumentadas para a proteina A e
confere imunidade protetora contra a provocacao por
estafilococos. Estes resultados indicam que a proteina A & um
candidato ideal para uma vacina humana que previna a doenca

por S. aureus.

Estes resultados emocionantes tém varias implicacdes para
0 design de uma vacina humana. Primeiro, a geracdo de mutacdes
de substituicdo gque afetam a funcionalidade dos dominios de
ligacdo as imunoglobulinas da proteina A, sozinhos ou numa
combinacdo de dois ou mais dominios, pode criar variantes néo
toxigénicas apropriadas para o desenvolvimento de uma vacina.
Parece provavel que uma combinacdo de dominios mutantes de
ligacdo as IgG, assemelhando-se de perto & estrutura da
proteina A, possa produzir respostas imunes humorais ainda
melhores, tal como ¢ aqui comunicado apenas para o SpA-D.
Adicionalmente, um atributo provavel dos anticorpos
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especificos para a proteina A poderéd ser o facto de a interacédo
dos locais de ligacdo ao antigénio com a superficie microbiana
poder neutralizar a capacidade dos estafilococos para capturar
as imunoglobulinas via a sua porcdo Fc ou para estimular o
recetor das células B via as atividades de ligacdo a VH3.
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Protecdo vacinal no abcesso murino, na infecdo letal
murina e em modelos de pneumonia murina. Foram estabelecidos
trés modelos animais para o estudo da doenca infeciosa por S.
aureus. Estes modelos s&o aqui usados para examinar o nivel de
imunidade protetora conferida por meio da geracdo de anticorpos
especificos para a proteina A.

MATERIAIS E METODOS

Abcesso murino - Os ratinhos BALB/c (fémea com 24 dias de
idade, 8-10 ratinhos por grupo, Charles River Laboratories,
Wilmington, MA) sdo imunizados por injecdo intramuscular na
pata traseira com a proteina purificada (Chang et al., 2003;
Schneewind et al., 1992). A proteina SpA, SpA-D ou SpA-
D09, 10K;D36,37A (50 ng de proteina) purificada é administrada
nos dias 0 (emulsionada 1:1 com adjuvante completo de Freund)
e 11 (emulsionada 1:1 com adjuvante incompleto de Freund).
Retiram-se amostras de sangue por sangramento retro-orbital
nos dias 0, 11 e 20. Os soros sdo examinados por ELISA quanto
aos titulos de IgG para a atividade de ligacdo especifica a
SpA-D e SpA-DQ9,10K;D36,37A. O0Os animais imunizados sé&o
provocados no dia 21 por injecdo retro-orbital de 100 pl de
uma suspensdo de S. aureus Newman ou S. aureus USA300 (1 x 107
ufc). Para este fim, as culturas de S. aureus Newman crescidas
durante a noite sdo diluidas de 1:100 em meio de soja triptica
fresco e crescidas durante 3 h a 37 °C. Os estafilococos sé&o
centrifugados, lavados duas vezes e diluidos com PBS para
fornecer uma Agipo de 0,4 (1 x 10°% ufc per ml). As diluic¢des sdo
verificadas experimentalmente através de plagueamento em a&gar-
dgar e formacdo de coldénias. Os ratinhos sdo anestesiados por
injecdo intraperitoneal de 80-120 mg de cetamina e 3-6 mg de
xilazina por gquilograma de peso corporal e infetados por
injecdo retro-orbital. No dia 5 ou 15 apbdés a provocacdo, o0s
ratinhos sofrem eutandsia por inalacdo de CO, comprimido. Os
rins sdo removidos e homogeneizados em Triton X-100 a 1%. As
aliquotas sdo diluidas e plaqueadas em meio agarizado para a
determinacdo em triplicado de ufc. Para a histologia, o tecido
renal ¢ incubado a temperatura ambiente em formalina a 10%
durante 24 h. Os tecidos sdo incluidos em parafina, cortados
em seccgbes finas, corados com hematoxilina-eosina e examinados

por microscopia.
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Infecdo letal murina - Os ratinhos BALB/c (fémea com 24
dias de idade, 8-10 ratinhos por grupo, Charles River
Laboratories, Wilmington, MA) sdo 1imunizados por 1injecédo
intramuscular na pata traseira com SpA, SpA-D ou SpA-
Doo,10k;p36,372 purificada (50 ng de proteina). A wvacina &
administrada nos dias 0 (emulsionada 1:1 com adjuvante completo
de Freund) e 11 (emulsionada 1:1 com adjuvante incompleto de
Freund). Retiram-se amostras de sangue por sangramento retro-
orbital nos dias 0, 11 e 20. 0Os soros sdo examinados por ELISA
quanto aos titulos de IgG para a atividade de 1ligacéo
especifica a SpA-D e SpA-Dg9,10%;036,37a. OSs animais imunizados sé&o
provocados no dia 21 por injecdo retro-orbital de 100 pl de
uma suspensdo de S. aureus Newman ou S. aureus USA300 (1 x 107
ufc) (34). Para este fim, as culturas de S. aureus Newman
crescidas durante a noite sdo diluidas de 1:100 em meio de
soja triptica fresco e crescidas durante 3 h a 37 °C. Os
estafilococos s&o centrifugados, lavados duas vezes, diluidos
com PBS para fornecer uma Aswo de 0,4 (1 x 10° ufc per ml) e
concentrados. As diluicdes sdo verificadas experimentalmente
através de plagqueamento em &gar-agar e formacdo de coldnias.
Os ratinhos s&do anestesiados por injecdo intraperitoneal de
80-120 mg de cetamina e 3-6 mg de xilazina por quilograma de
peso corporal. 0Os animais imunizados s&do provocados no dia 21
por injecdo intraperitoneal com 2 x 1010 ufc de S. aureus Newman
ou 3-10 x 10° ufc de isolados clinicos de S. aureus. Os animais
sdo monitorizados durante 14 dias e a doenca letal é registada.

Modelo de pneumonia murina - As estirpes de S. aureus
Newman ou USA300 (LAC) sdo crescidas a 37 °C em meio de soja
triptica/4dgar-dgar até uma DOsso de 0,5. Aliquotas de 50 ml da
cultura sdo centrifugadas, lavadas com PBS e suspensas em 750
nl de PBS para os estudos de mortalidade (3-4 x 108 UFC por
volume de 30 pl) ou 1250 pl de PBS (2 x 10° UFC por volume de
30 pl) para as experiéncias de carga bacteriana e
histopatologia (2, 3). Para a infecdo dos pulmdes, ratinhos
C57BL/6J com 7 semanas de idade (The Jackson Laboratory) s&o
anestesiados antes da inoculacdo de 30 pl de uma suspensdo de
S. aureus na narina esquerda. 0s animais sdo colocados na
gaiola em decubito dorsal para recuperarem e sdo observados
durante 14 dias. Para a imunizacdo ativa, ratinhos com 4
semanas de idade recebem 20 ug de SpA-D ou SpA-Doog,10x;Dp36,37a €M
CFA no dia 0 pela via i.m., seguida de um reforco com 20 pg de
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SpA-D ou SpA-Dpg,10k;p36,372 €m adjuvante incompleto de Freund
(IFA) no dia 10. Os animais sé&do provocados com S. aureus no
dia 21. Os soros sdo recolhidos antes da imunizacdo e no dia
20 para avaliar a producdo de anticorpos especificos. Para os
estudos de imunizacdo passiva, ratinhos com 7 semanas de idade
recebem 100 pl de SNC (soro normal de coelho) ou de antissoro
de coelho especifico para SpA-D via injecdo i.p. 24 h antes da
provocacdo. Para avaliar os correlativos patoldgicos da
pneumonia, os animais infetados sdo mortos via inalacdo forcada
de CO, antes da remocdo de ambos os pulmdes. O pulmdo direito
¢ homogeneizado para a determinacdo da carga bacteriana
pulmonar. O pulmdo esquerdo é colocado em formalina a 1% e
incluido em parafina, cortado em seccgdes finas, corado com
hematoxilina-eosina e analisado por microscopia.

Anticorpos de coelho - Utilizam-se 200 pg de SpA-D ou
SpA-Doo,10k;036,378 purificada como imunogénio para a producdo de
antissoros de coelho. 200 ng da proteina sdo emulsionados com
CFA para injecdo no dia 0, seguida de injecdes de reforco com
200 pg da proteina emulsionada com IFA nos dias 21 e 42. Os
titulos dos anticorpos de coelho s&o determinados por ELISA.
Os anticorpos purificados s&o obtidos por cromatografia de
afinidade do soro de coelho, utilizando Sepharose com SpA-D ou
SpA-Dqgo,10%;036,378. A concentracdo dos anticorpos eluidos é medida
através da absorvancia Az, e o8 titulos dos anticorpos
especificos sédo determinados por ELISA.

Imunizag¢do ativa com variantes do dominio D da SpA - Para
determinar a eficédcia da vacina, os animalis sdo imunizados de
forma ativa com SpA-D ou SpA-Dqg,i0k;p36,378a purificada. Como
controlo, os animais s&do imunizados apenas com adjuvante. Os
titulos dos anticorpos contra as preparacdes da proteina A sédo
determinados usando SpA-D ou SpA-Dgo,10x;p36,376a COMO antigénios.
Repare-se que a variante SpA-Dgo,10k;p36,372 NAO Se consegue ligar
a porcdo Fc nem Fab da IgG. Utilizando os modelos de doenca
infeciosa descritos acima, mede-se qualquer reducdo da carga
bacteriana (abcesso e pneumonia murina), evidéncia
histopatoldégica de doenca estafilocédcica (abcesso e pneumonia
murina) e protecdo contra a doenca letal (pneumonia e
provocacdo letal murina).
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Imunizagdo passiva com anticorpos policlonais de coelho
purificados por afinidade, produzidos contra variantes do
dominio D da SpA. Para determinar a imunidade protetora dos
anticorpos de coelho especificos para a proteina A, os ratinhos
sdo imunizados passivamente com 5 mg/kg de anticorpos de coelho
derivados de SpA-D ou SpA-Dgo,10x;036,37a purificados. Ambas as
preparacdes de anticorpos sdo purificadas por cromatografia de
afinidade, utilizando SpA-D ou SpA-Dgp9,10x;p36,372 1imobilizada.
Como controlo, o©os animais sdo imunizados passivamente com
anticorpos rV10 (um antigénio protetor contra a peste que néo
tem nenhum impacto no resultado das infecdes estafilocdcicas).
Os titulos dos anticorpos contra todas as preparacdes da
proteina A sdo determinados utilizando SpA-Dgg,10k;p36,37a COMO
antigénio, uma vez que esta variante ndo se consegue ligar a
porcdo Fc nem a porcdo Fab da IgG. Utilizando os modelos de
doenca infeciosa descritos acima, mede-se a reducdo da carga
bacteriana (abcesso e pneumonia murina), a evidéncia
histopatoldégica de doenca estafilocbdcica (abcesso e pneumonia
murina) e a protecdo contra a doenca letal (pneumonia e
provocacdo letal murina).

EXEMPIO 2

VACINA DE PROTEINA A NAO TOXIGENICA PARA A INFECAO POR
STAPHYLOCOCCUS AUREUS RESISTENTE A METICILINA

Os isolados clinicos de S. aureus expressam a proteina A
(Shopsin et al., 1999), cujo produto de traducdo primario é
constituido por um péptido sinal N-terminal (DeDent et al.,
2008), cinco dominios de ligacédo a Ig (designados por E, D, A,
B e C) (Sjodahl, 1977), uma regido X com repeticdes variédveis
de um péptido com oito residuos (Guss et al., 1984) e um sinal
de enderecamento C-terminal para o ancoramento da SpA a parede
celular (Schneewind et al., 1992; Schneewind et al., 1995)
(FIG. 1A-1B). Com base na homologia de aminodcidos (Uhlen et
al., 1984), na estrutura em feixe de trés hélices o dos
dominios de ligacdo a Ig (Deisenhofer et al., 1978; Deisenhofer
et al., 1981) e nas suas interacdes atdédmicas com Vg3 de Fab
(Graille et al., 2000) ou Fcy (Gouda et al., 1998), as
glutaminas 9 e 10, assim como os aspartatos 36 e 37 foram
selecionados como sendo criticos para a associacdo da SpA aos
anticorpos ou ao recetor das células B, respetivamente. As
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substituig¢cdes GIln9Lys, GlnlOLys, Asp36Ala e Asp37Ala foram
introduzidas no dominio D para gerar SpA-Dkkan (FIG. 1B). A
capacidade de SpA-D ou SpA-Dzxkan 1solada para se ligar a IgG
humana foi analisada por cromatografia de afinidade (FIG. 1D).
SpA-D com uma marca de poli-histidina, assim como a SpA
completa retiveram a IgG humana em Ni-NTA, ao passo que SPA-
Drrkan € um controlo negativo (SrtA) ndo retiveram (FIG. 1C).
Observou-se um resultado similar com o fator de von Willebrand
(Hartleib et al., 2000) gue, juntamente com o recetor 1 do
fator de necrose tumoral (TNEFR1) (Gomez et al., 2004), também
se pode ligar a proteina A via as glutaminas 9 e 10 (FIG. 1D).
A imunoglobulina humana compreende 60-70% de IgG do tipo Vu3.
Os inventores distinguem entre o dominio Fc e a ativacdo do
recetor das <células B das imunoglobulinas e mediram a
associacdo dos fragmentos Fcy e F(ab): humanos, em que ambos
se ligam a SpA completa ou a SpA-D, mas ndo a SPA-Dxran (FIG.
1D). A injecdo de SpA-D na cavidade peritoneal de ratinhos
resultou numa expansdo das células B, seguida de colapso
apoptdtico dos linfdécitos CD19+ no tecido esplénico de ratinhos
BALB/c (Goodyear and Silverman, 2003) (FIG. 1E). A atividade
de superantigénio das células B ndo foi observada apdbds a
injecdo com SpA-Dzxkan, € a coloracdo de TUNEL do tecido
esplénico ndo detetou o aumento de células apoptdticas que se
segue a injecdo de SpA ou SpA-D (FIG. 1E).

Os anticorpos contra SpA-Dxkan protegem contra as infegdes
por MSSA e MRSA. Ratinhos BALB/c naive com seis semanas de
idade foram injetados com 50 pg de cada uma das espécies SpA,
SpA-D ou SpA-Drzan purificadas e emulsionadas em CFA e
reforcados com o mesmo antigénio emulsionado em IFA. Em
conformidade com a hipbtese de que SpA-D promove o colapso
apoptdético das populacdes de células B clonais ativadas, os
inventores observaram um titulo dez vezes mais elevado dos
anticorpos especificos para SpA-Drkkan apds a Iimunizacgdo dos
ratinhos com a variante ndo toxigénica, em comparacdo com O
superantigénio das células B (Spa-D versus SpA-Dkkan P <0,0001;
Tabela 5). Os titulos dos anticorpos produzidos pela imunizacédo
com a SpA completa foram mais elevados gque os gerados por SpA-
D (P=0,0022), o que provavelmente se deve ao maior tamanho e
a estrutura de dominios reiterativos deste antigénio (Tabela
5). Em todo o caso, mesmo a SpA desencadeou titulos de
anticorpos mais baixos do que a SpA-Dkxan (P=0,0003), que
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compreende apenas 50 aminoédcidos da proteina A (520 residuos,
SEQ ID NO:33). 0Os ratinhos imunizados foram provocados por
inoculacdo intravenosa com S. aureus Newman, e a capacidade
dos estafilococos para semear abcessos nos tecidos renais foi
examinada por necropsia quatro dias apds a provocacgdo. No
tecido renal homogeneizado de ratinhos imunizados de forma
simulada (PBS/adjuvante), determinou-se uma carga
estafilocécica média de 6,46 logis UFC g! (Tabela 5). A
imunizacdo dos ratinhos com SpA ou SpA-D conduziu a uma reducédo
da carga estafilocédcica. Contudo, os animais wvacinados com
SpA-Drran apresentaram uma reducdo ainda maior, 3,07 logio UFC
gl, de S. aureus Newman nos tecidos renais (P <0,0001; Tabela
5). A formacdo de abcessos nos rins foi analisada por
histopatologia (FIG. 2). 0Os animais imunizados de forma
simulada albergaram uma média de 3,7 (* 1,2) abcessos por rim
(Tabela 5). A vacinacdo com SpA-Dgkan reduziu o numero médio de
abcessos para 0,5 (£ 0,4) (P= 0,0204), ao passo que a
imunizacdo com SpA ou SpA-D ndo originou uma reducdo
significativa do numero de abcessos (Tabela 5). As lesdes dos
animais vacinados com SpA-Dkkan foram menores, com menos PMN
infiltrantes e estavam caracteristicamente isentas de
comunidades do abcesso estafilocédcico (Cheng et al., 2009)
(FIG. 2). Os abcessos nos animais que haviam sido imunizados
com SpA ou SpA-D apresentaram a mesma estrutura global das
lesdes dos animais imunizados de forma simulada (FIG. 2).

Os inventores examinaram se a imunizacdo com SpA-Dkkan pode
ou ndo proteger os ratinhos contra estirpes de MRSA e
selecionaram o isolado USA300 LAC para a provocacdo dos animais
(Diep et al., 2006). Esta estirpe de CA-MRSA altamente
virulenta disseminou-se rapidamente pelos Estados Unidos,
causando uma morbidade e uma mortalidade humanas
significativas (Kennedy et al., 2008). Em comparacdo com oOS
ratinhos de controlo que receberam adjuvante, o0s animais
imunizados com SpA-Dkkan apresentaram uma reducdo de 1,07 logio
UFC g! da carga bacteriana dos tecidos renais infetados. O
exame histopatoldédgico do tecido renal apds a provocacdo com S.
aureus USA300 revelou que o numero médio de abcessos foi
reduzido de 4,04 (+ 0,8) para 1,6 (x 0,6) (P=0,02774). Em
contraste, a imunizacdo com SpA ou SpA-D ndo causou uma reducdo
significativa da carga bacteriana ou da formacdo de abcessos
(Tabela 5).
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Os anticorpos para SpA-Dkkan impedem a interacgédo
imunoglobulina-proteina A. Imunizaram-se coelhos com SpPA-Dkxaa
e 0s anticorpos especificos foram purificados numa coluna de
afinidade com SpA-Dkkan, Seguida de SDS-PAGE (FIG. 3). A IgG
especifica para SpA-Drkxan foi clivada com pepsina para gerar 0S8
fragmentos Fcy e F(ab)z, em que o ultimo destes foi purificado
por cromatografia numa coluna com SpA-Dxkan (FIG. 3). A ligacdo
da IgG humana ou do VvWEF a SpA ou SpA-D foi perturbada pelo
fragmento F(ab), especifico para SpA-Dkkaa, indicando que os
anticorpos derivados de SpA-Drxkan neutralizam a funcdo de
superantigénio das células B da proteina A, assim como as suas
interacdes com as Ig (FIG. 3).

SpAxkan gera respostas imunes protetoras melhoradas. Para
melhorar adicionalmente as propriedades vacinais para a
proteina A ndo toxigénica, os inventores geraram a variante
SpArkan, que inclui a totalidade dos cinco dominios de ligacéao
as imunoglobulinas com quatro substituic¢des de aminocacidos -
correspondentes as substituicdes Gln9Lys, GlnlOLys, Asp36Ala
e Asp37Ala do dominio D - em cada um dos seus cinco dominios
(E, D, A, B e C). A variante SpArgan CcOm uma marca de poli-
histidina foi purificada por cromatografia de afinidade e
analisada por SDS-PAGE corado com azul de Coomassie (FIG. 4).
Ao contrario da SpA completa, a SplArkan ndo se ligou a IgG
humana, Fc e F(ab), nem a vWEF (FIG. 4). A variante SpAxkaa N&O
mostrou atividade de superantigénio das células B, uma vez gque
a 1injecdo da variante em ratinhos BALB/c ndo causou um
esgotamento das células B CD19+ no tecido esplénico (FIG. 4).
A vacinacdo com SpAkkan gerou titulos de anticorpos especificos
mais elevados do gque a imunizacdo com SpA-Dkxkaa € forneceu
ratinhos com uma protecdo elevada contra a provocagdo com S.
aureus USA300 (Tabela 5). Quatro dias apds a provocacido, o0s
animais vacinados com SpAxkan albergavam menos 3,54 logio UFC g~
1 estafilococos nos tecidos renais (P =0,0001) e também
causaram uma maior reducdo do numero de abcessos (P=0,0109)
(Tabela 5). Como teste para determinar se as vacinas de
proteina A afetam outras estirpes de MRSA, os ratinhos foram
provocados com o isolado de MRSA resistente a wvancomicina
japonés Mub0 (Hiramatsu et al., 1997). De forma idéntica aos
resultados observados com o isolado de MRSA USA300, os animais
vacinados com SpAxkan albergavam menos estafilococos Mub0 nos
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tecidos renais do gque os animais imunizados de forma simulada
(P=0,0248; FIG. 7).

A transferéncia passiva de anticorpos especificos para a
SpA previne a doenga estafilocécica. A variante Sphxkkan foi
utilizada para imunizar coelhos. 0Os anticorpos de coelho
especificos para SpA-Dkkaa oOU SpArkan foram purificados por
afinidade em matrizes contendo o) antigénio cognato
imobilizado, sendo depois injetados numa concentracdo de 5 mg
kg~! de peso corporal na cavidade peritoneal de ratinhos BALB/c
(Tabela 6). Vinte e quatro horas mais tarde, determinaram-se
os titulos dos anticorpos especificos no soro e os animais
foram provocados por inoculagdo intravenosa com S. aureus
Newman. A transferéncia passiva reduziu a carga estafilocdcica
nos tecidos renais para os anticorpos especificos para SpA-
Drran (P=0,0016) ou SpArkan (P=0,0005). No exame histopatoldgico,
ambos 0s anticorpos reduziram a abundédncia de lesdes nos rins
de ratinhos provocados com S. aureus Newman (Tabela 6). Em
conjunto, estes resultados revelam que, apds imunizacdo com
SpA-Dxran 0OU  Sphkkan, € conferida protecdo vacinal pelos
anticorpos gque neutralizam a proteina A.

Os inventores também procuraram determinar se 0s
anticorpos especificos para a proteina A podem ou ndo proteger
0s animals contra uma provocacdo letal. Ratinhos BALB/c foram
imunizados ativa ou passivamente para produzir anticorpos
contra  SpArkan € depois foram provocados por injecédo
intraperitoneal com doses letais de S. aureus Newman (FIG. 6).
Os anticorpos contra Splrxaa, produzidos gquer por imunizacgédo
ativa (P=0,0475; SplAkkan versus simulacido) gquer por imunizacio
passiva (P=0,0493; SpAkkan vVersus simulacédo), conferiram
protecdo contra a provocacdo letal com S. aureus Newman (FIG.
6) .
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Resposta imune a proteina A apdés infecdo estafilocébd4ecica ou
imunizagdo com SpAgkaa. Apds a infecdo com S. aureus virulento,
os ratinhos nédo desenvolvem imunidade protetora contra a
infecdo subsegquente com a mesma estirpe (Burts et al., 2008)
(FIG. 8). A abundancia média de IgG especifica para SpA-Dkxaa
nestes animais foi determinada por dot-blot como sendo igual
a 0,20 pgmlt (£ 0,04) € 0,14 ng ml-! (£ 0,01) para as estirpes
Newman e USA300 LAC, respetivamente (FIG. 4). A concentracédo
minima de IgG especifica para a proteina A, que é necessaria
para conferir protecdo contra a doenca em animais wvacinados
com SpAkkan OU SPA-Drkkan (P .0,05 reducdo logip em UFC
estafilocédcicas gt de tecido renal), foi calculada como sendo
igual a 4,05 pg ml-t (£ 0,88). A concentracgdo sérica média de
IgG especifica para a SpA em voluntdrios humanos adultos
saudéaveis (n = 16) foi igual a 0,21 pg mlt (+ 0,02). Assim,
as infec¢des por S. aureus em ratinhos ou nos seres humanos néo
estdo associadas a respostas imunes que produzam niveis
significativos de anticorpos neutralizantes dirigidos contra
a proteina A, o qgue provavelmente se deve aos atributos de
superantigénio das células B desta molécula. Em contraste, a
concentracdo sérica média de IgG especifica para a toxina
diftérica em wvoluntdrios humanos, 0,068 npg ml-! (£ 0,20),
encontrava-se dentro do intervalo para a imunidade protetora
contra a difteria (Behring, 1890; Lagergard et al., 1992).

Os isolados clinicos de S. aureus expressam a proteina A,
um  fator de viruléncia essencial cuja atividade de
superantigénio das células B e atributos de evasdo face a
clearance por opsonofagocitose s&do absolutamente necessarios
para a formacdo dos abcessos estafilocdcicos (Palmgvist et
al., 2005; Cheng et al., 2009; Silverman and Goodyear, 2006).
A proteina A pode, pols, ser considerada uma toxina essencial
para a patogénese, cujos atributos moleculares tém que ser
neutralizados de forma a obter uma imunidade protetora. Ao
gerarem variantes ndo toxigénicas incapazes de se ligar as
imunoglobulinas via os dominios Fcy ou VHz-Fab, os inventores
medem aqui, pela ©primeira vez, as respostas imunes
neutralizantes da proteina A como um correlativo para a
imunidade protetora contra a infecdo por S. aureus. Em
contraste com muitas estirpes sensiveis a meticilina, o isolado
de CA-MRSA USA300 LAC ¢é significativamente mais wvirulento
(Cheng et al., 2009). Por exemplo, a imunizacdo de animais
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experimentais com a proteina de superficie IsdB (Kuklin et
al., 2006; Stranger-Jones et al., 2006) produz anticorpos que
conferem protecdo contra a provocacdo com S. aureus Newman
(Stranger-Jones et al., 2009), mas ndo contra USA300.

MATERIAIS E METODOS

Estirpes bacterianas e crescimento. As estirpes de
Staphylococcus aureus Newman e USA300 foram crescidas em meio
de soja triptica (TSB) a 37 °C. As estirpes de Escherichia
coli DH5a e BL21 (DE3) foram crescidas em meio Luria-Bertani
(LB) com 100 pg ml-! de ampicilina a 37 °C.

Anticorpos de coelho. A sequéncia codificante da SpA foi

amplificada por PCR com dois iniciadores,
gctgcacatatggcgcaacacgatgaagctcaac (SEQ ID NO:35) e
agtggatccttatgcttgagctttgttagcatctge (SEQ ID NO:36),

utilizando ADN molde de S. aureus Newman. SpA-D foi amplificado
por PCR com dois iniciadores, aacatatgttcaacaaagatcaacaaagc
(SEQ ID NO:38) e aaggatccagattcgtttaattttttagec (SEQ ID NO:39).
A sequéncia de SpA-Drxaa fol mutagenizada com dois conjuntos de

iniciadores catatgttcaacaaagataaaaaaagcgccttctatgaaatc (SEQ
ID NO:42) e gatttcatagaaggcgctttttttatctttgttgaacatatg (SEQ ID
NO:43) para Q9K, Q10K, bem como

cttcattcaaagtcttaaagccgccccaagccaaagcactaac (SEQ ID NO:40) e
gttagtgctttggcttggggcggctttaagactttgaatgaag (SEQ ID NO:41)
para D36A,D37A. A sequéncia de SphArkan fol sintetizada por
Integrated DNA Technologies, Inc. Os produtos de PCR foram
clonados em pET-15b, produzindo a proteina recombinante com
uma marca Hiss N-terminal. Os plasmideos foram transformados
em BL21(DE3). As culturas crescidas durante a noite dos
transformantes foram diluidas de 1:100 em meio fresco e
crescidas a 37 °C para uma DOesypo igual a 0,5, altura em que as
culturas foram induzidas com isopropil-p-D-1-
tiogalactopirandésido (IPTG) 1 mM e crescidas durante trés horas
adicionais. As células bacterianas foram sedimentadas por
centrifugacdo, suspensas em tampdo da coluna (Tris-HC1 50 mM,
pH 7,5; NaCl 150 mM) e quebradas com uma célula de presséo
French a 14.000 psi. Os lisados foram libertos de componentes
membranares e insoluveis por ultracentrifugacdo a 40.000 xg.
As proteinas no lisado soltvel foram submetidas a cromatografia
de afinidade em niquel-adcido nitrilotriacético (N1i-NTA,
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Qiagen). As proteinas foram eluidas em tampdo da coluna
contendo concentracdes sucessivamente mais elevadas de
imidazol (100-500 mM). As concentracdes de proteina foram
determinadas por ensaio com é4cido bicinconinico (BCA) (Thermo
Scientific). Para a producdo de anticorpos, imunizaram-se
coelhos (New Zealand brancos, fémea, com 6 meses de idade,
Charles River Laboratories) com 500 pg de proteina emulsionada
em adjuvante completo de Freund (Difco) por injecédo
subcapsular. Para as imunizacdes de reforco, as proteinas foram
emulsionadas em adjuvante incompleto de Freund e injetadas 24
ou 48 dias apdbdés a imunizacdo inicial. No dia 60, os coelhos

foram sangrados e o0 soro recuperado.

Isolamento dos anticorpos. O antigénio purificado (5 mg
de proteina) foi ligado covalentemente a colunas HiTrap HP
ativadas com NHS (GE Healthcare). A matriz contendo o antigénio
foi utilizada para a cromatografia de afinidade de 10-20 ml de
soro de coelho a 4 °C. A matriz carregada foi lavada com 50
volumes de coluna de PBS, e os anticorpos foram eluidos com
tampdo de eluicdo (glicina 1 M, pH 2,5; NaCl 0,5 M) e
imediatamente neutralizados com Tris-HCl1 1M, pH 8,5. Os
anticorpos purificados foram dialisados durante a noite contra
PBS a 4 °C.

Fragmentos F(ab)2. Os anticorpos purificados por
afinidade foram misturados com 3 mg de pepsina a 37 °C durante
30 minutos. A reacdo foi parada com Tris-HC1 1 M, pH 8,5, e os
fragmentos F(ab); foram purificados por afinidade com colunas
HiTrap HP ativadas com NHS e conjugadas com antigénios
especificos. Os anticorpos purificados foram dialisados
durante a noite contra PBS a 4 °C, carregados num gel de SDS-
PAGE e visualizados mediante coloracdo com azul de Coomassie.

Imunizagdo ativa e passiva. Imunizaram-se ratinhos BALB/c
(3 semanas de idade, fémea, Charles River Laboratories) com 50
g de proteina emulsionada em adjuvante completo de Freund
(Difco) por injecdo intramuscular. Para as imunizacdes de
reforco, as proteinas foram emulsionadas em adjuvante
incompleto de Freund e injetadas 11 dias apds a imunizacéo
inicial. No dia 20 apds a imunizacdo, sangraram-se 5 ratinhos
para obter os soros para a determinacdo dos titulos dos
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anticorpos especificos por ensaio imunossorvente ligado a
enzima (ELISA).

Os ratinhos BALB/c foram imunizados por injecdo
intramuscular e reforcados com o mesmo antigénio em alumen
apdés 11 e 25 dias. No dia 34, os ratinhos foram sangrados para
obter o soro com os titulos de anticorpos especificos. O0s
anticorpos purificados por afinidade foram injetados na
cavidade peritoneal de ratinhos BALB/c, 24 horas ou 4 horas
antes da provocacédo subletal ou letal, respetivamente. O sangue
dos animais foi recolhido por puncédo da veia periorbital e os
titulos séricos dos anticorpos especificos foram medidos por
ELISA.

Abcesso renal nos ratinhos. Culturas crescidas durante a
noite de S. aureus Newman ou USA300 (LAC) foram diluidas de
1:100 em meio TSB fresco e crescidas durante 2 horas a 37°C.
Os estafilococos foram sedimentados, lavados e suspensos em
PBS para uma DOsiwo de 0,4 (~1 x 10°% UFC ml-1). Os indbculos foram
quantificados espalhando aliquotas das amostras em TSA e
contando as coldénias formadas. Anestesiaram-se ratinhos BALB/c
(6 semanas de idade, fémea, Charles River Laboratories) via
injecdo intraperitoneal com 100 mg ml-! de cetamina e 20 mg ml-
1 de xilazina por gquilograma de peso corporal. Os ratinhos
foram infetados por injecdo retro-orbital com 1 x 107 UFC de
S. aureus Newman ou 5 x 10% UFC de S. aureus USA300. No dia 4
apdés a provocacdo, os ratinhos foram mortos por inalacdo de
CO2. Removeram-se ambos os rins, e a carga estafilocdcica num
6brgdo foi analisada por homogeneizacdo do tecido renal em PBS
contendo 1% de Triton X-100. As diluic®es em série do
homogenato foram espalhadas em TSA e incubadas para a formacéo
de coldbnias. O 6rgdo restante foi examinado por histopatologia.
Resumidamente, os rins foram fixados em formalina a 10% durante
24 horas a temperatura ambiente. Os tecidos foram incluidos em
parafina, cortados em secc¢des finas, corados com hematoxilina-
eosina e visualizados por microscopia 6tica para contabilizar
0s abcessos. Todas as experiéncias com ratinhos foram efetuadas
de acordo com as diretrizes institucionais, apds revisdo e
aprovacédo do protocolo experimental pelo Comité Institucional
de Biosseguranca (IBC) e o Comité Institucional de Protecédo e
Uso de Animais (IACUC) da Universidade de Chicago.
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Infecdo dos ratinhos. Os estafilococos foram usados para
infetar os ratinhos anestesiados por injecdo retro-orbital (1
x 107 UFC de S. aureus Newman, 5 x 10°% UFC de S. aureus USA300
ou 3 x 107 UFC de S. aureus Mub0). No dia 4, 15 ou 30, os
ratinhos foram mortos, 0os rins removidos e o tecido
homogeneizado espalhado em &gar-&dgar para a formacdo de
colbénias. O tecido do oérgdo também foi cortado em seccdes
finas, corado com hematoxilina-eosina e observado por
microscopia. As experiéncias com 0s animais foram efetuadas de
acordo com as diretrizes institucionais, apds revisdo e
aprovacdo do protocolo experimental pelo Comité Institucional
de Biosseguranca (IBC) e o Comité Institucional de Protecédo e
Uso de Animais (IACUC) da Universidade de Chicago.

Para as experiéncias de provocacdo letal, os ratinhos
BALB/c (coortes de 8-10 animals por experiéncia) foram
injetados com uma suspensdo de 2-6 x 108 UFC de S. aureus
Newman ou da sua variante Aspa isogénica na cavidade
peritoneal. A sobrevivéncia dos animais foi monitorizada ao
longo de um periodo de 15 dias, e a significdncia estatistica
dos dados de sobrevivéncia foi analisada com o teste log-rank.

Ligacdo da proteina A. Para a ligacdo a IgG humana, as
colunas de afinidade Ni-NTA foram pré-carregadas com 200 ug
das proteinas purificadas (SpA, SpA-D, SpA-Drxxkan € SrtA) em
tampdo da coluna. Apds lavagem, carregaram-se 200 pg de IgG
humana (Sigma) na coluna. Recolheram-se amostras de proteina
das lavagens e das eluicdes e submeteram-se a eletroforese em
gel SDS-PAGE, seguida de coloracdo com azul de Coomassie. As
proteinas purificadas (SpA, SpAxkan, SPA-D e SpA-Drxan) em tampdo
carbonato 0,1 M (pH 9,5) foram aplicadas sobre placas de ELISA
MaxiSorp (NUNC), numa concentracdo de 1 ug ml-!, durante a
noite a 4 °C. Em seguida, as placas foram blogueadas com leite
gordo a 5%, seguida de incubacdo com diluic¢des em série de IgG
humana ou fragmentos Fc ou F(ab)2 humanos conjugados com
peroxidase durante uma hora. As placas foram lavadas e
desenvolvidas usando o0s reagentes de ELISA OptEIA (BD). As
reactes foram paradas com acido fosférico 1 M, e as leituras
da Asso foram usadas para calcular a metade do titulo méximo e
a percentagem de ligacédo.
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Ensaios de ligacdo ao fator de von Willebrand (vWF). As
proteinas purificadas (SpA, SpAkkaa, SPA-D e SpA-Drxan) foram
aplicadas nas placas e bloqueadas da forma descrita acima. As
placas foram incubadas com vWE humano, numa concentracdo de 1
pg ml-!, durante duas horas e depois foram lavadas e bloqueadas
com IgG humana durante outra hora. Apds lavagem, as placas
foram incubadas com diluicdes em série de um anticorpo
conjugado com peroxidase dirigido contra o vWF humano durante
uma hora. As placas foram lavadas e desenvolvidas usando os
reagentes de ELISA OptEIA (BD). As reacOes foram paradas com
dcido fosférico 1 M, e as leituras da Asso foram usadas para
calcular a metade do titulo madximo e a percentagem de ligacéo.
Para os ensaios de inibicdo, as placas foram incubadas com
fragmentos F(ab): purificados por afinidade e especificos para
SpA-Drran, numa concentracdo de 10 pg ml-!, durante uma hora
antes dos ensaios de ligacdo ao ligando.

Apoptose de esplendcitos. As proteinas purificadas por
afinidade (150 pg de SpA, SpA-D, SplAxxzan © SpA-Dxxan) foram
injetadas na cavidade peritoneal de ratinhos BALB/c (6 semanas
de idade, fémea, Charles River Laboratories). Quatro horas
apds a injecdo, os animais foram mortos por inalacdo de COxz.
Os seus bacos foram removidos e homogeneizados. 0Os residuos
celulares foram removidos utilizando um coador de células, e
as células suspensas foram transferidas para tampdo de lise
ACK (NH4C1 0,15 M; KHCOz 10 mM; EDTA 0,1 mM) para lisar os
glébulos vermelhos. Os glébulos brancos foram sedimentados por
centrifugacdo, suspensos em PBS e corados com anticorpo
monoclonal anti-CD19 conjugado com R-PE (Invitrogen), diluido
de 1:250, em gelo e no escuro durante uma hora. As células
foram lavadas com FBS a 1% e fixadas em formalina a 4% durante
a noite a 4 °C. No dia seguinte, as células foram diluidas em
PBS e analisadas por citometria de fluxo. O érgdo restante foi
examinado por histopatologia. Resumidamente, os bacos foram
fixados em formalina a 10% durante 24 horas a temperatura
ambiente. Os tecidos foram incluidos em parafina, cortados em
seccbes finas, corados com o kit de detecdo de apoptose
(Millipore) e inspecionados por microscopia btica

Quantificagdo de anticorpos. 0Os soros foram recolhidos de
voluntdrios humanos sauddveis ou de ratinhos BALB/c que haviam
sido infetados com S. aureus Newman ou USA300 durante 30 dias
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ou que haviam sido imunizados com SpA-Dkxkan/SpAxkan da forma
descrita acima. As proteinas IgG humana/ratinho (Jackson
Immunology Laboratory), SpArkaa € CRMig7 foram transferidas para
membranas de nitrocelulose. As membranas foram bloqueadas com
leite gordo a 5%, seguida de incubacdo com soro humano ou soro
de ratinho. Um anticorpo anti-IgG humana/ratinho purificado
por afinidade e conjugado com IRDye 700DX (Rockland) foi
utilizado para quantificar as intensidades do sinal,
utilizando o sistema de imagens de infravermelho Odyssey™ (Li-
cor). As experiéncias com sangue de voluntdrios humanos
envolveram protocolos que foram revistos, aprovados e
executados sob supervisédo regulatédria do Conselho
Institucional de Avaliacdo (IRB) da Universidade de Chicago.

Anilise estatistica. Os testes t de Student bicaudais
foram efetuados para analisar a significéncia estatistica dos
dados de abcessos renais, ELISA e superantigénio das células
B. Os dados de sobrevivéncia animal foram analisados com o
teste log-rank (Prism).

EXEMPLO 3

AS COAGULASES DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS CONTRIBUEM PARA A
FORMACAO DE ABCESSOS E FUNCIONAM COMO ANTIGENIOS PROTETORES

Todos os isolados <clinicos de S. aureus apresentam
atividade de coagulase - a coagulacdo do sangue ou plasma
através da ativacdo ndo proteolitica da protrombina para clivar
o fibrinogénio. Os inventores identificaram a protrombina, o
fibrinogénio, a coagulase (Coa) e a proteina de ligacdo ao
fator de von Willebrand (vWbp) nas lesdes de abcessos
estafilocécicos de ratinhos infetados. As proteinas Coa e vWbp
segregadas contribuiram ambas para a atividade de coagulase de
S. aureus Newman, permitindo desse modo a formacdo de abcessos,
assim como a doenca letal nos ratinhos. 0Os anticorpos
produzidos contra as proteinas Coa ou vVvWbp purificadas
bloqueiam especificamente a associacédo do polipéptido
correspondente a protrombina e ao fibrinogénio. Os anticorpos
especificos para Coa e vWbp, quer produzidos por imunizacdo
ativa quer por imunizacdo passiva, preveniram a formacdo de
abcessos e a mortalidade dos ratinhos infetados com
estafilococos.
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VIII. Resultados

Localizagdo da coagulase e dos fatores de coagulagdo nos
abcessos estafilocécicos. Os trabalhos anteriores
estabeleceram o modelo de abcesso renal no ratinho, segundo o
qual 1x107 UFC do isolado clinico humano S. aureus Newman (Baba
et al., 2007) s&do injetados na corrente sanguinea de ratinhos
BALB/c (Albus et al., 1991). Quarenta e oito horas apds a
infecdo, o0s ratinhos desenvolvem abcessos disseminados em
maltiplos &érgdos, detetdveis por microscopia 6tica do tecido
renal finamente seccionado e corado com hematoxilina-eosina,
inicialmente como uma acumulacéao de leucdcitos
polimorfonucleares (PMN) com poucas bactérias (Cheng et al.,
2009). Ao dia 5 da infecdo, os abcessos aumentam de tamanho e
delimitam uma populacdo central de estafilococos (comunidade
do abcesso estafilocdcico - SAC), rodeada por uma camada de
material eosinofilico amorfo (a pseudocapsula) e um anel grande
de PMN (Cheng et al., 2009). A histopatologia revela a
existéncia de necrose massiva dos PMN na proximidade do nidus
estafilocdécico, no centro do abcesso, bem como de um manto de
fagdécitos saudéveis. Em intervalos de tempo posteriores, as
SAC aumentam e o0s abcessos rompem-se, libertando material
necrético e estafilococos na corrente sanguinea. Tem inicio um
novo ciclo de formacdo de abcessos, que acaba por precipitar
um resultado letal das infec¢des (Cheng et al., 2009).

Para localizar as coagulases nas lesdes do abcesso, os
rins de ratinhos que haviam sido infetados durante 5 dias com
S. aureus Newman foram finamente seccionados e corados por
imuno-histogquimica com anticorpos de coelho especificos para
Coa ou vWbp purificados por afinidade (FIG. 10). Os inventores
observaram uma coloracdo intensa da Coa na pseudocapsula que
rodeia as SAC e na periferia das lesdes do abcesso, isto &, a
cépsula de fibrina que faz fronteira com o tecido né&do infetado.
A coloracdo da proteina vWbp verificou-se por todo o abcesso,
mas também com acumulacdo na periferia. Os anticorpos
especificos para a protrombina revelaram uma coloracdo do
zimogénio na pseudocédpsula e na periferia, ao passo gue a
coloracdo especifica do fibrinogénio/fibrina ocorreu por todo
o0 abcesso. No seu conjunto, estes resultados indicam que a
pseudocépsula eosinofilica dos abcessos estafilocédcicos
alberga protrombina e fibrinogénio, que se colocalizam com a
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Coa. Na periferia dos abcessos, a Coa, a vWbp, a protrombina
e o fibrinogénio/fibrina estdo colocalizados. Estas
observacdes instigaram uma investigacdo adicional sobre se as
proteinas Coa e vWbp serdo ou ndo contribuintes cruciais para
0 estabelecimento dos abcessos, ao desencadearem a conversao
do fibrinogénio em fibrina mediada pela protrombina.

Coa e vWbp de Staphylococcus aureus contribuem para a
coagulagcdo do sangue de ratinho. Os genes coa e/ou vilbp no
cromossoma de @ S. aureus Newman foram eliminados pozr
substituicdo alélica utilizando tecnologia pKOR1 (Bae and
Schneewind, 2005) . Construiram-se dois plasmideos de
complementacdo, pcoa e pviWbp, através da clonagem dos genes
estruturais coa ou vWbp, assim como das suas sequéncias
promotoras a montante, em p0OSl (Schneewind et al., 1993). Os
plasmideos foram introduzidos nos estafilococos por
eletroporacdo e a sua replicacdo continuada foi selecionada em
meio suplementado com cloranfenicol (Schneewind et al., 1992).
Quando foram investigadas quanto a presenca das coagulases com
anticorpos especificos, os inventores observaram a secrecdo de
Coa pela estirpe de tipo selvagem, bem como pela estirpe Avibp,
mas ndo pelas variantes Acoa ou Acoa/AviWbp (FIG. 11). O defeito
fenotipico dos mutantes Acoa e Acoa/AvWbp foil reconstituido
pela electroporacdo com pcca, mas ndo por pvWbp (FIG. 11). De
forma idéntica, a secrecdo de vWbp foi observada nas culturas
de S. aureus Newman (tipo selvagem) bem como dos mutantes Acoa,
mas ndo nas variantes AvWbp ou Acoca/Avibp (FIG. 11). Este
defeito foi reconstituido pela eletroporacdo com pvibp, mas
ndo por pcoa.

A coagulacédo do sangue é inibida eficazmente pela hirudina
(lepirudina) (Harvey et al., 1986), um péptido de 65 residuos
de sanguessuga gque forma um complexo 1:1 com a trombina,
blogueando deste modo a conversido proteolitica do fibrinogénio
em fibrina (Markwardt, 1955). A inoculacido de sangue fresco de
ratinho tratado com lepirudina com S. aureus Newman desencadeou
a coagulacdo em menos de 12 horas, ao passo gque O sangue
infetado de forma simulada permaneceu sem coagulos durante
mais de 48 horas (FIG. 11C). Utilizando este ensaio, observou-
se que as variantes estafilocdcicas desprovidas de atividade
de coagulase apresentaram atrasos no tempo de coagulacdo: Acoa
36 horas e AvWbp 24 horas (FIG. 11C). O mutante duplo,
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Acoa/AviWbp, ndo conseguiu coagular o sangue de ratinho. Estes
defeitos foram complementados por eletroporacdo com 0S8
plasmideos pvibp e pcoa. Em conjunto, estes resultados indicam
que as duas coagulases, Coa e vVvWbp, contribuem para a
capacidade de S. aureus Newman de coagular o sangue de ratinho
(FIG. 11C).

Coa e vWbp sdo necessarias para a sobrevivéncia dos
estafilococos no sangue, a formagdo de abcessos e a bacteriemia
letal em ratinhos. Para analisar as contribuicdes das
coagulases para a viruléncia, os 1inventores examinaram
primeiro a sobrevivéncia dos estafilococos no sangue tratado
com lepirudina. A estirpe S. aureus Newman de tipo selvagem
ndo foi morta no sangue de ratinho. Contudo, as variantes
isogénicas desprovidas de Coa, isto ¢, Acoa e Acoa/Avibp,
apresentaram ambas uma reducdo significativa de UFC apds 30
minutos de incubacdo. Este defeito de sobrevivéncia foi
restabelecido por pcoa, mas ndo por pviWbp, sugerindo que apenas
a Coa é necessaria para a sobrevivéncia dos estafilococos no
sangue de ratinho.

A bacteriemia estafilocbécica é uma causa fregquente de
mortalidade humana em ambientes hospitalares (Klevens et al.,
2007) . Os inventores tentaram comprovar se as coagulases sé&o
ou ndo necessarias para a provocacdo letal de ratinhos BALB/c,
apds injecdo intravenosa de 1 x 10% UFC de S. aureus Newman.
Todos os animais infetados com a estirpe parental Newman de
tipo selvagem sucumbiram a infecdo no espaco de 24 horas (FIG.
12B). Os animais infetados com os mutantes simples, Acoa ou
Avinbp, apresentaram todos uma extensdo curta, embora
estatisticamente significativo, do tempo até a morte (FIG.
12B) . O mutante duplo estava significativamente mais
incapacitado que os mutantes com as delegdes unicas, e 0s
animais infetados com a estirpe Acoa/Avibp apresentaram a maior
reducdo na viruléncia em comparacdo com o tipo selvagem (FIG.
12B) .

Em seguida, os inventores analisaram a formacdo de
abcessos nos tecidos renais dos ratinhos infetados e observaram
que as variantes Acoa estavam debilitadas em termos da sua
capacidade para formar abcessos no dia 5 e 15 da infecédo
(Tabela 7, FIG. 12G, 12I). O mutante AvWbp continuou a formar
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abcessos, embora a carga bacteriana, o tamanho global das
comunidades do abcesso estafilocdcico e a quantidade de
infiltrados de células imunes tenham sido reduzidos nestas
variantes (Tabela 7, FIG. 12D, 12F). 0Os mutantes da coagulase
estdo ligeiramente mais atenuados em termos de viruléncia gque
os mutantes da vWbp, uma vez que a estirpe Acoa apresenta menor
formacdo de abcessos e menor carga bacteriana no dia 15.
Contudo, os mutantes duplos Acoa/AviWbp estdo marcadamente
incapacitados em termos da sua capacidade para formar abcessos
e persistem nos tecidos infetados (Tabela 7, FIG. 12H, 12K).
Assim, tanto a coagulase como a proteina de ligacdo ao fator
de wvon Willebrand sdo importantes para a sobrevivéncia
estafilocdécica no hospedeiro, seja na corrente sanguinea ou
nos tecidos do ¢rgdo final.
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Anticorpos contra as coagulases e o seu efeito na
coagulagcdo do sangue induzida durante a infeg¢do ©por
estafilococos. As proteinas Hisg-Coa e Hiss-vWbp recombinantes
foram purificadas por cromatografia de afinidade em Ni-NTA
(FIG. 13A), emulsionadas em adjuvante e injetadas em coelhos
para produzir anticorpos especificos, que foram purificados em
matrizes de afinidade contendo a proteina recombinante. Os
anticorpos dirigidos contra Coa ligaram-se preferencialmente
a Coa e ndo a vWbp (FIG. 13B). O reciproco foi verdadeiro para
os anticorpos dirigidos contra vWbp (FIG. 13B). Quando foram
adicionados ao sangue de ratinho tratado com lepirudina e
infetado com S. aureus Newman, o0s inventores observaram que
cada um dos anticorpos dirigidos contra Coa, vWbp ou Coa e
vWbop bloqueou a coagulacdo do sangue (FIG. 13C). Como
controlos, as amostras tratadas de forma simulada ou com o
anticorpo V10 irrelevante (que fornece protecdo contra a
injecédo de Yersinia pestis tipo III (DeBord et al., 2006)) nédo
tiveram nenhum efeito (FIG. 13C).

Para examinar o papel dos anticorpos sobre a proteina Coa
ou vVWbp isolada, os inventores purificaram as proteinas
recombinantes funcionalmente ativas (Friedrich et al., 2003),
que foram depois adicionadas a sangue de ratinho tratado com
lepirudina. O sangue de ratinho tratado com Coa ou vWbp
coagulou em menos de 30 minutos (FIG. 13D). Como controlo, a
simulacdo (PBS) ou o tratamento com o anticorpo V10 irrelevante
ndo afetaram a coagulacdo. Os anticorpos dirigidos contra Coa
ou vWbp atrasaram a coagulacdo do sangue de ratinho tratado
com as proteinas recombinantes e isto verificou-se mesmo para
o fator hombélogo cruzado (FIG. 13D) . Observou-se uma
reatividade <cruzada minima dos anticorpos por ELISA e
transferéncia de Western, mas existe uma inibicdo cruzada da
funcéao.

Anticorpos que bloqueiam a associagdo entre as coagulases
e a protrombina ou o fibrinogénio. A ressonédncia de plasma de
superficie (SPR do inglés surface plasmon resonance) foi
utilizada para investigar a forma como o0s anticorpos oCoa e
aviWbp interferem com as funcgdes fisioldgicas das coagulases.
A protrombina foi imobilizada num chip CM5. Fazendo fluir Coa
purificada sobre a amostra, calculou-se uma constante de
dissociacdo Kp de 28 nM, uma medida que é proporcional a outros
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valores referidos na literatura (Friedrich et al., 2003). A
adicdo de oCoa levou a uma diminuicdo dependente da
concentracdo do sinal de resposta para a formacdo do complexo
protrombina-Coa, indicando gue estes anticorpos bloqueiam a
associacédo da Coa com a protrombina (FIG. 14A). A SPR confirmou
adicionalmente a associacdo entre a coagulase e o fibrinogénio
(Kp = 93,1 nM; FIG. 14B). Com a pré-incubacdo com o«oCoa, O0sS
inventores observaram uma diminuicdo dramatica da ligacédo da
Coa ao fibrinogénio (FIG. 14B). No seu conjunto, estes
resultados indicam que os anticorpos dirigidos contra a Coa
blogueiam a associacdo desta molécula com os fatores de
coagulacdo do sangue.

A vWbp purificada apresentou uma forte afinidade para a
protrombina (Kp = 38,4 nM; FIG. 13C) e o fibrinogénio (484 nM;
FIG. 13D), sendo gque esta Ultima ndo havia sido reconhecida
até ao momento (Kroh et al., 2009). Além disso, a pré-incubacéo
com anticorpos gerados contra vWbp blogueou a associacdo entre
a viWbp e a protrombina ou o fibrinogénio de uma forma dose-
dependente (FIG. 13C, 13D). Estas constatacdes apoiam os
resultados dos ensaios de coagulacdo sanguinea, demonstrando
que anticorpos policlonais especificos podem bloguear a
interacdo entre a Coa ou a vWbp e componentes especificos da
cascata de coagulacdo (FIG. 12).

Para testar se o0s anticorpos especificos para as
coagulases bloqueiam a conversdo do fibrinogénio em fibrina,
mediu-se a capacidade dos complexos protrombina-coagulase para
clivar 5$-2238, um substituto para a clivagem do fibrinogénio
em fibrina (FIG. 14E, 14F). A adicdo de anticorpos especificos
a protrombina+Coa ou protrombina-*vWbp reduziu a capacidade
destes complexos para converter o substrato em produto. Além
disso, observou-se uma 1inibicdo cruzada dos anticorpos
especificos para as coagulases, em que a adicdo de anticorpos
cruzados provocou uma reducdo da atividade do complexo
protrombina-viWbp. Estes resultados sugerem que oS anticorpos
especificos dirigidos contra Coa ou vWbp neutralizam o efeito
patofisioldégico do produto segregado ao qual se ligam.

Os anticorpos contra as coagulases conferem protegado
contra a doenca estafilocédecica. Os anticorpos do tipo IgG
especificos para a Coa ou a vWbp foram isolados a partir do
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soro de coelho por cromatografia numa coluna de afinidade,
produzida através da reticulacdo covalente do antigénio a
Sepharose ativada por CNBr. Os inventores tentaram perturbar
a patogénese estafilocdcica através da administracdo de
anticorpos neutralizantes dirigidos contra Coa e/ou vWbp. Os
ratinhos receberam os anticorpos de coelho e foram provocados
com uma dose letal da estirpe S. aureus Newman. A injecdo dos
anticorpos especificos para Coa ou viWbp prolongou
significativamente a sobrevivéncia murina (FIG. 15).

Para testar os anticorpos relativamente a uma possivel
protecdo vacinal contra a bacteriemia letal, os anticorpos IgG
purificados por afinidade (5 mg kg! peso corporal) foram
injetados na cavidade peritoneal de ratinhos. Vinte e quatro
horas depois, o0s animais foram injetados com uma suspensido de
1 x 108 UFC de S. aureus Newman em PBS, no plexo retro-orbital.
Monitorizando os animais ao longo do tempo, o0s inventores
observaram que os anticorpos dirigidos contra vWbp (avWbp)
conduziram a um aumento do tempo até a morte e a uma
sobrevivéncia de 10%, em comparacdo com 0S8 animais que tinham
recebido os anticorpos oV10 irrelevantes e morrido no espaco

de 12-48 horas (FIG. 15). 0Os anticorpos contra Coa (aCoa)
aumentaram ainda mais o tempo até a morte dos ratinhos
imunizados passivamente (FIG. 15). Uma mistura de ambos os
anticorpos (aaCoa/aviWbp) nao produziu uma melhoria

estatisticamente significativa da sobrevivéncia ou do tempo

até a morte em relacdo aos anticorpos «aCoa.

Para examinar a imunizacdo passiva em termos de protecédo
contra a formacdo de abcessos estafilocdcicos, os anticorpos
purificados (5 mg kg-1 peso corporal) foram injetados na
cavidade peritoneal de ratinhos, e a formacdo de abcessos foi
monitorizada durante cinco dias apds provocacdo intravenosa
com 1 x 107 UFC de S. aureus Newman. Os anticorpos contra vWbp
ndo conduziram a uma reducdo significativa da carga
estafilocédcica ou do numero de lesdes inflamatdrias (Tabela
8), embora as lesbes observadas albergassem comunidades do
abcesso mais pequenas e infiltrados de PMN reduzidos em
comparacdo com os ratinhos imunizados de forma simulada (FIG.
16). Os anticorpos contra a coagulase reduziram a carga
estafilocdcica (P=0,042), assim como o numero de lesdes
inflamatdérias (P=0,039); ndo foram detetadas lesdes de abcesso
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com comunidades estafilocédcicas no nidus de grandes
infiltrados de PMN (FIG. 16 e Tabela 8). 0Os animais que
receberam ambos 0s anticorpos, oWbp e waCoa, apresentaram uma
reducdo ainda maior da carga estafilocédécica (P=0,013) e uma
reducdo na abundédncia de 1lesdes inflamatdérias (P=0,0078)
(Tabela 8). Em conjunto, estes resultados indicam que os
anticorpos contra as coagulases, administrados por imunizacédo
passiva, protegem os ratinhos contra a formacdo de abcessos e
permitem a clearance do organismo patogénico invasor dos
tecidos do hospedeiro. Os anticorpos contra vWbp contribuem
relativamente pouco para a protecdo vacinal, o que estd de
acordo com a constatacdo de que a vWbp ndo desempenha o mesmo
papel critico que a Coa durante a patogénese das infecdes por
S. aureus em ratinhos (Tabela 8).
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As coagulases funcionam como antigénios protetores para
as infeg¢des por estafilococos. As proteinas CoA e vWbp com uma
marca de poli-histidina foram purificadas a partir de E. coli
e usadas como antigénios de vacinas subunitdrias. As proteinas
(100 pg emulsionadas em CFA ou IFA) foram injetadas em ratinhos
BALB/c naive no dia 0 (CFA) ou no dia 11 (IFA). Os animais
foram provocados no dia 21 por inoculacdo intravenosa de S.
aureus Newman. Cinco animais de controlo foram sangrados no
momento da provocacdo e o0s titulos dos anticorpos séricos
contra os antigénios vacinais foram determinados por ELISA
(Tabela 9). Os animais foram mortos cinco ou quinze dias apds
a provocacdo e a carga estafilocédcica e a histopatologia das
lesdes dos abcessos foram analisadas. A imunizacdo com Coa
reduziu a carga bacteriana no dia 5 (P=0,03; simulacdo PBS
versus Coa) e no dia 15 (P=4,286 x 107°; simulacdo PBS versus
Coa, ver Tabela 9). A vacinacdo com Coa também diminuiu o
numero de lesdes infeciosas que se formaram nos tecidos renais,
simulacdo versus Coa, P=0,03 (dia 5) e P=0,0522 (dia 15)
(Tabela 9). E de salientar que nenhum dos ratinhos imunizados
com Coa desenvolveu as lesbdes de abcessos tipicas (FIG. 17).
Ocasionalmente, observaram-se pequenas acumulacdes de PMN que
nao estavam associadas as comunidades do abcesso
estafilocédcico (FIG. 17). A imunizacdo com vWbp né&do reduziu
significativamente a carga estafilocdécica no dia 5 (P=0,39;
simulacdo PBS versus vWbp) nem no dia 15 (P=0,09; simulacéo
PBS versus vWbp). O numero total de lesdes inflamatdrias néo
foi reduzido. No entanto, a arquitetura dos abcessos mudou
apdés a imunizacdo com vWbp. Ndo foram detetadas comunidades
estafilocdédcicas no centro dos abcessos e em vez delas
observaram-se infiltracdes de PMN (FIG. 17). A wvacina de
combinacdo, vWbp-Coa, reduziu adicionalmente o numero de
células inflamatdérias nos tecidos renais e os animais infetados
ndo apresentaram lesdes de abcessos no dia 5 nem no dia 15
(Tabela 9).
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IX. Materiais e métodos

Estirpes bacterianas e crescimento de culturas. Os
estafilococos foram crescidos em meio de soja triptica liquido
ou agarizado a 37 °C. As estirpes de E. coli DHba e BL21 (DE3)
(Studier et al., 1990) foram crescidas em meio Luria liquido
ou agarizado a 37 °C. Utilizou-se ampicilina (100 pg/ml) e
cloranfenicol (10 pg/ml) para a selecdo dos plasmideos pET15b
(Studier et al., 1990) e p0Sl (Schneewind et al., 1993),
respetivamente.

Producdo de mutantes. As sequéncias de ADN 1lkb a montante
e a jusante de coa e viWbp foram amplificadas por PCR utilizando
0s 1iniciadores attBl Coa, Coal BamHI, CoaZ2 BamHI, attbB2 Coa
e attBl vWF, vWF1 BamHI, vWF2Z BamHI, attbB2 vWF (Tabela 10).
Os fragmentos foram introduzidos em pKOR1 utilizando o kit BP
clonase II (Invitrogen) (Bae and Schneewind, 2005). Estes
vetores foram introduzidos em S. aureus Newman por
eletroporacdo e submetidos a troca alélica induzida por
deslocamento da temperatura para gerar a delecéao
correspondente (Bae and Schneewind, 2005). Os mutantes foram
comprovados através de amplificacdo por PCR do locus do gene,
sequenciacdo do ADN e andlise de imunotransferéncia.

Para gerar os plasmideos de complementacdo, desenharam-
se 0s iniciadores Coa promoter BamHI F, Coa out PstI R,
viWbp promoter BamHI F e vWbp out PstI R (Tabela 10) para
incluir a regido promotora a montante de vWbp ou coa e as
regides amplificadas foram clonadas em pOSl. Estes plasmideos
foram verificados por sequenciacdo e depois foram introduzidos
nas estirpes de estafilococos por eletroporacdo. Para a anadlise
de imunotransferéncia, as culturas de estafilococos crescidas
durante a noite em meio de soja triptica (Difco) foram
renovadas (1:100) e crescidas com agitacdo a 37 °C até
atingirem uma DOsoo de 0,4. Centrifugaram-se amostras de um ml
de cada cultura a 13.000 xg, durante 10 minutos numa centrifuga
de bancada, e recuperou-se o sobrenadante. Adicionaram-se 75
pl de uma solucdo de &cido tricloroacético a 100% (p/v) e
incubaram-se as amostras em gelo durante 10 minutos, seguida
de centrifugacdo e lavagem com 1 ml de acetona a 100% gelada.
As amostras foram secas ao ar durante a noite e solubilizadas
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em 50 pl de tampdo de amostra (4% SDS, Tris-HC1 50 mM, pH 8;
10% glicerol e azul de bromofenol).

Ensaio de sobrevivéncia no sangue e coagulag¢do sanguinea.
As culturas das estirpes de estafilococos crescidas durante a
noite foram diluidas de 1:100 em meio TSB fresco e crescidas
a 37 °C até atingirem uma DOsoo de 0,4. Centrifugou-se um ml da
cultura, e os estafilococos foram lavados e suspensos em 10 ml
de PBS estéril para produzir uma suspensdo de 1x107 UFC/ml.
Recolheu-se o sangue completo de ratinhos Balb/c naive com 6
semanas de idade e adicionou-se REFLUDAN™ (lepirudina, Bayer)
para uma concentracdo final de 50 png/ml. Retirou-se uma
aliguota de 450 pl de sangue para um tubo eppendorf de 1 ml e
misturou-se com 50 pl da amostra bacteriana (1x10° UFC/ml). As
amostras foram incubadas a 37 °C com rotacdo lenta. Retiraram-
se aliquotas de 100 pl aos 0 e aos 30 minutos, misturaram-se
1:1 com solucédo de saponina a 2% em PBS e incubaram-se em gelo
durante 30 minutos. Prepararam-se cinco diluicdes em série de
1:10 e espalharam-se aliquotas de 10 pl em meio TSA agarizado,
para a formacdo e contagem de coldnias.

Para avaliar a atividade de —coagulacdo sanguinea
bacteriana, adicionaram-se 10 pl da cultura-stock bacteriana
referida acima a 100 pl de sangue de ratinho anticoagulado,
num tubo de ensaio de pléstico estéril (BD falcon), para obter
uma concentracdo final de 1x10° UFC/ml. Para a perturbacdo com
os anticorpos, adicionaram-se a mistura 10 pl adicionais de
PBS contendo 3x107° Mol de anticorpo. Para avaliar as proteinas
recombinantes, adicionaram-se 10 pl da proteina em tampdo PBS
para uma concentracdo final de 50 pM. Os tubos de ensaio foram
incubados a temperatura ambiente e a liquidez ou coagulacdo do
sangue foi verificada mediante inclinacdo dos tubos a 45° a
intervalos cronometrados.

Purificacdo de proteinas. Para os estudos de vacinacéo,
a sequéncia codificante completa da Coa ou da vWbp madura foi
clonada no vetor PET15b utilizando 0s iniciadores
Coa_ foward XhoI, Coa_reverse BamHI, vilbp forward Xhol e
viWbp reverse BamHI (Tabela 10), para obter His¢-Coa e Hiss—
viWbp. A estirpe de E. coli BL21(DE3) contendo os vetores de
expressdo foi crescida a 37 °C e induzida com IPTG 1 mM apds
duas horas. Quatro horas apds a inducdo, as células foram
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centrifugadas a 6000 =xg, suspensas em tampdo de coluna 1x
(Tris-HC1 0,1 M pH 7,5; NaCl 0,5 M) e lisadas numa célula de
pressdo French a 140000 1lb/pol?. Os lisados foram submetidos a
ultracentrifugacdo a 40000 xg durante 30 minutos, e o
sobrenadante foi sujeito a cromatografia em Ni-NTA e lavado
com tampdo de coluna contendo imidazol 25 uM, seguido de
eluicdo com imidazol 500 upM. O eluato foi dialisado com PBS
lx. Para remover a endotoxina, adicionou-se Triton-X114 1:1000
e a solucdo foi arrefecida durante 5 minutos, incubada a 37 °C
durante 10 minutos e centrifugada a 13000 xg. O sobrenadante
foi carregado numa coluna de dessalinizacédo HiTrap para remover

qualguer vestigio de Triton-X114.

Tabela 10. Iniciadores utilizados neste estudo

Nome do iniciador  Sequéncia

attBl Coa GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTgatgactaagttgaaaa
aagaag (SEQ ID NO:46)

Coal BamHI aaGGATCCcctccaaaatgtaattgecce (SEQ ID NO:47)

Coa2 BamHI aaGGATCCgtttgtaactctatccaaagac (SEQ ID NO:48)

attbB2 Coa GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTgacacctattgcacgat
tcg (SEQ ID NO:49)

attBl vWF GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTcagatagcgattcagat
tcag (SEQ ID NO:50)

VWE1l BamHI aaGGATCCctgtattttctccttaattttece (SEQ ID NO:51)

VWF2 BamHI aaGGATCCcatggctgcaaagcaaataatg (SEQ ID NO:52)

attbB2 vWF GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTgccctggtgtaacaaat

ttatg (SEQ ID NO:53)
Coa promoter BamHI F gaaGGATCCgtttattctagttaatatatagttaatg (SEQ ID

NO:54)

Coa_out PstI R gaaCTGCAGctgtatgtctttggatagagttac (SEQ ID
NO:55)

vilbp promoter BamHI F gaaGGATCCggtggcttttttacttggattttc (SEQ ID
NO:56)

VWbp out PstI R gaaCTGCAGcgacaaactcattatttgectttge (SEQ ID
NO:57)

Coa foward Xhol GAACTCGAGTCTAGCTTATTTACATGG (SEQ ID NO:58)

Coa_Xho factorXa F GAACTCGAGatagaaggcagaatagtaacaaaggattatagtggg

(SEQ ID NO:59)
Coa reverse BamHI GTAGGATCCTGGGATAGAGTTACAAAC (SEQ ID NO:60)
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viwbp forward Xhol GAACTCGAGgcattatgtgtatcacaaatttggg (SEQ ID
NO:61)

vilbp Xho factorXa F GAACTCGAGatagaaggcagagtggtttctggggagaagaatc
(SEQ ID NO:62)

viWbp reverse BamHI GAACTCGAGgcagccatgcattaattatttgecec (SEQ ID
NO:63)

Para os estudos enzimdticos, os ensaios ELISA e a SPR, a
sequéncia codificante completa da Coa ou da vWbp madura foi
clonada no vetor pET15b com os iniciadores Coa Xho factorXa F,
Coa reverse BamHI, vWbp Xho factorXa F e vWbp reverse BamHI
(Tabela 10), que contém um sitio do Fator Xa precedendo a
sequéncia Ile-Val-Thr-Lys inicial da coagulase e a sequéncia
Val-Val-Ser-Gly incial da vWbp. Estas proteinas foram
expressas e purificadas utilizando o protocolo acima e depois
foram clivadas com 10 unidades de Fator Xa/l ml durante 1 hora
a 25 °C, para remover a marca Hiss da extremidade N-terminal.
As proteinas foram, em seguida, carregadas numa coluna Superdex
75 (GE Healthcare) para a purificacdo final. Todas as proteinas
eluidas foram armazenadas em PBS 1x.

Anticorpos de coelho. A concentracdo de proteina foi
determinada utilizando um kit de BCA (Thermo Scientific). A
pureza foi verificada por andlise do gel de SDS-PAGE e
coloracdo com azul brilhante de Coomassie. Coelhos New Zealand
brancos, fémea, com 6 meses de idade (Charles River
Laboratories) foram imunizados com 500 pg de ©proteina
emulsionada em CFA (Difco) para a imunizacdo inicial ou em IFA
para as imunizacdes de reforco, nos dias 24 e 48. No dia 60,
os coelhos foram sangrados e o soro foi recuperado para ser
submetido a experiéncias de imunotransferéncia ou
transferéncia passiva. Para a purificacdo dos anticorpos, a
proteina Hiss-Coa ou Hise-vWbp recombinante (5 mg) foi ligada
covalentemente a colunas HiTrap HP ativadas com NHS (GE
Healthcare). Esta matriz contendo o antigénio foi depois
utilizada para a cromatografia de afinidade de 10-20 ml de
soro de coelho a 4 °C. A matriz carregada foi lavada com 50
volumes de coluna de PBS, e os anticorpos foram eluidos com
tampdo de eluicdo (glicina 1 M, pH 2,5; NaCl 0,5 M) e
imediatamente neutralizados com Tris-HCl1 1M, pH 8,5. Os
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anticorpos purificados foram dialisados durante a noite contra
PBS a 4 °C.

Ressondncia de plasma de superficie. A afinidade e as
velocidades de associacdo e dissociacdo foram medidas num
BIAcore 3000. Os tampdes foram esterilizados por filtracdo e
desgaseificados. Um chip CM5 foi preparado para ligacdo via
grupos amina por injecdo de protrombina humana (500 nM, pH
4,0) (Innovative Research) e fibrinogénio humano (200 nM, pH
4,5) (Innovative Research) na presenca de EDC 0,2 M e NHS 0,05
M. Para medir a interacdo da coagulase com a protrombina e o
fibrinogénio, a Coa foi diluida em tampdo HBS-P (HEPES 20 mM
[pH 7,4]; NaCl 150 mM; 0,005% [vol/vol] tensiocativo P20) em
concentracdes de 0 - 75 nM, com 1injecdes sucessivas de
coagulase durante 300 segundos, seguidas de 300 segundos para
a dissociacdo, seguida de regeneracdo com NaOH (50 ul, 30
segundos). Kp e ¥? foram determinados utilizando o software
BiaEvaluation, e o melhor ajuste foi determinado com um modelo
de ligacdo 1:1 com desvio da linha de base e Rumax local. A
interacdo do fator de von Willebrand com a protrombina e o
fibrinogénio foi medida da mesma forma. Todas as experiéncias
foram repetidas em triplicado. As experiéncias de inibicdo com
anticorpos policlonais foram efetuadas por meio de injecdes
sucessivas de coagulase (25 nM) incubada com «oCoa em
concentracdes de 0 nM - 200 nM, nas mesmas condic¢des de injecédo
descritas acima. O vWE (50 nM) foi incubado de modo idéntico
com ovWF em concentracdes de 0 nM - 400 nM. A diferenca de
resposta foi medida como a alteracdo das unidades de resposta
desde antes da injecdo até ao final da injecéo.

Medig¢des da atividade de coagulase. Protrombina 1x10-1%¢ M
(Innovative Research) foi pré-incubada durante 20 minutos com
uma gquantidade equimolar de coagulase ou vWbp funcional a
temperatura ambiente, seguida da adicdo de $-2238 (um substrato
cromogénico) para uma concentracdo final de 1 mM, num volume
total de tampdo de reacdo de 100 pl de PBS 1x. A alteracdo da
absorvéncia foi medida a 450 nm durante 10 minutos num
espetrofotdmetro, representada graficamente em funcdo do tempo
e ajustada a uma curva linear. O declive da curva (dA/dt) foi
interpretado como sendo a velocidade da hidrdélise de $-2238 e,
por conseguinte, um reflexo da funcdo enzimdtica (% de

atividade do complexo coagulase-protrombina ou viWbp-
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protrombina). O ensaio foi repetido na presenca de anticorpos
especificos ou cruzados num excesso de 3 M (3x10°1°M) e os dados

Q

foram normalizados para a % de atividade média sem inibicéo.

Modelo de abcesso renal e provocagdo letal. As culturas
das estirpes de estafilococos crescidas durante a noite foram
diluidas de 1:100 em meio TSB fresco e crescidas até atingirem
uma DOsoo de 0,4. Centrifugaram-se 10 ml de bactérias a 7500
xg, lavou-se e suspendeu-se em 10 ml de PBS 1x. Ratinhos BALB/c
fémeas com seis semanas de idade (Charles River) foram
injetados retro-orbitalmente com 1x107 UFC da suspensdo de
estafilococos em 100 pl de PRS. Utilizaram-se coortes de 10
ratinhos. No gquinto dia apdés a infecdo, estes ratinhos foram
mortos por asfixia com CO2 e 0s seus rins foram excisados.
Todos os 6rgdos foram examinados quanto a presenca de lesdes
a superficie e 8-10 rins direitos foram enviados para
seccionamento histopatoldégico e coloracdo com hematoxilina-
eosina. Estas laminas foram examinadas por microscopia otica
quanto a presenca de abcessos internos. Para o modelo de
provocacao letal, todas as condicdes experimentais
permaneceram as mesmas, com excecdo da administracdo de 1 x
108 UFC de estafilococos e da monitorizacdo dos ratinhos
durante 10 dias apds a infecdo relativamente a sobrevivéncia.

Coloracdo imuno-histoquimica de secg¢des renais. Os rins
seccionados foram desparafinados e reidratados através de
xileno e diluicdes em série do EtOH para agua destilada. Foram
incubados em tampdo de recuperacdo antigénica (DAKO, pH 6,0)
e aquecidos num vaporizador a mais de 96 °C durante 20 minutos.
Apbs lavagem, as laminas foram incubadas em perdéxido de
hidrogénio a 3% durante 5 minutos e, em seguida, em soro normal
a 10% em PBS contendo 0,025% de Tritonx-100 durante 30 minutos.
Utilizou-se IgG humana a 10% como reagente de bloqueio durante
uma incubacdo de 30 minutos (Sigma-Aldrich). O anticorpo
primadrio foi aplicado nas laminas para incubacdo durante a
noite a 4 °C numa cémara de humidade. Os anticorpos primérios
usados foram anticorpo de rato anti-protrombina de ratinho
1:500 (Innovative Research), anticorpo de coelho anti-
fibrinogénio de ratinho 1:500 (Innovative Research), anticorpo
de coelho anti-estafilocoagulase 1:250 ou anticorpo de coelho
anti-vwbp de estafilococos. Apbds lavagem com TBS, as laminas
foram incubadas com o anticorpo secundario Dbiotinilado
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(diluicgdo 1:50 de anticorpo anti-IgG de rato biotinilado, BA-
4001 de Vector Laboratories; ou diluicdo 1:200 de anticorpo
anti-IgG de coelho biotinilado, BA-1000 de Vector) e depois
com o0s reagentes ABC (Vector Laboratories). A ligacéo
antigénio-anticorpo foi detetada pelo sistema de substrato
cromogénico DAB. A lamina foi imersa brevemente em hematoxilina
para contracoloracdo e avaliada por microscopia otica.

Imunizagdo ativa. Ratinhos BALB/c com 3 semanas de idade
foram injetados com 50 pg de proteina emulsionada em 100 pl de
CFA. Utilizaram-se coortes de 15 ratinhos, reservando-se 5
ratinhos para sangramento e determinacdo dos titulos de
anticorpos. Onze dias apds a vacinacdo, estes ratinhos foram
reforcados com 50 ug de proteina emulsionada em 100 pl de IFA.
No dia 21, os ratinhos foram injetados com 1x107 UFC de
estafilococos para o modelo de abcesso renal ou 1x10°% UFC para
a provocacdo letal. No momento da infecdo, 5 ratinhos foram
sangrados para obter os titulos de anticorpos.

Transferéncia passiva de anticorpos. Vinte e quatro horas
antes da infecdo, ratinhos BALB/c com seis semanas de idade
foram injetados com anticorpos purificados contra Coa e/ou
vWbp, numa dose de 5 mg/kg de peso corporal. Utilizaram-se
coortes de 10 ratinhos. Estes ratinhos foram provocados por
injecdo retro-orbital com 1x107 UFC (modelo de abcesso renal)
ou 1x108 UFC de estafilococos (bacteriemia letal).
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Ala

Asn

Ala

Val

Thr

Ile

Ala

Ala

Asn

Ala

Asn

Ala

Ala

Lys

Asn

Thr

Asn

Leu

His

Asn

Ala

Ala

Asp

Glu

Asp

Leu

Asn

Lys

Met
4920

Thr
4935

Tyr
4950

Asn
4965

Gln
4980

Ala
4995

Asp
5010

Asn
5025

Thr
5040

Asp
5055

Gln
5070

Asn
5085

Val
5100

Asn
5115

Thr
5130

Leu
5145

Gly

Ser

Asn

Asn

Val

Gln

Leu

Ala

Glu

Lys

Glu

Ile

Asn

Gly

Ile

Lys

Ala

Gln

Thr

Pro

Asn

Ala

Asn

Gln

Leu

Glu

Lys

Ile

Ser

Asp

Asp

Glu

Leu

Asn

Ala

Asn

Thr

Lys

Gln

Asn

Arg

Ser

Ala

Asn

Gly

Gln
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Val

Ser

Ile

Ala

Ala

Asn

Ala

Lys

val

His

Thr

Asp

Gly

Val

Glu

Ile

Gln
5150

Ser
5165

Ala
5180

Ser
5195

Lys
5210

Thr
5225

Leu
5240

Asn
5255

Ala
5270

Asn
5285

Ser
5300

Gln
5315

Gln
5330

Gln
5345

Asn
5360

Ala
5375

Asn

Ser

Gln

Asn

Pro

Ala

Ile

Asn

Asn

Leu

Gln

Leu

iys

Ala

Asn

Ser

Lys

Asn

Ala

Thr

Glu

Asn

Ile

Thr

Gly

Leu

Thx

Glu

Gln

Tyr

val

Val

Thr

Ala

Ala

Thr

Leu

Ala

Asn

Ile

Gln

Ala

Asn

Arg

Thr

Asn

Leu

Asn

Asp

Lys

Ala

Gln

Thr

Asn

Thr

Arg

Asn

Val

Arg

Asn

Ser

Ala

Gly

Asp

Ala

Lys

Thr

Ala

Leu
5155

Thr
5170

Ile
5185

Asn
5200

Gln
5215

Thr
5230

Asn
5245

Leu
5260

Ile
5275

Lys
5230

Ile
5305

Ala
5320

Ala
5335

Ala
5350

Ala
5365

Lys
5380

Thr

Asp

Ala

Lys

Glu

Thr

Ser

Leu

Thr

Asp

Ala

Asn

Glu

Lys

Ala

Leun

Gln

Ala

Gly

Met

Ala

Tyr

Ser

Gln

Ala

Ser

Gly

Thr

Asp

Pro

Ala

Val

Asn

Thr

Leu

val

Lys

Gly

Asp

Asn

Val

Gln

Ile

Ala

Glu

Glu

Ser

Ile

Glu

Gly

Leu

Asp
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Gln

Gly

Gln

Ser

Pro

Thr

Ala

Asn

Thr

Leu

Thr

Lys

Leu

Gln

Asp

Gly

Asn

Thr
5160

Leu
5175

Asn
5190

Ala
5205

Thr
5220

Thr
5235

Lys
5250

Asn
5265

Thr
5280

Asn
5295

Gln
5310

Lys
5325

Thr
5340

Ala
5355

Ala
5370

Thr
5385

Glu

val

Arg

Tyr

val

Met

Lys

Thr

Ala

Val

Asn

Thr

Ser

Lys

Leu

Lys

Leu

Ile

Lys

Asp

Thr

Thr

Glu

Glu

Thr

Gln

Ala

Ala

Lys

Ala

Ala

Gln

Leu

Thr

Thr

Asn

Ser

Asp

Ala

Pro

Gln

Ala

Lys

Gly

Met

Gln

Tyr

Ser

Asn

Asn

Hie

Gln
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Ala

Gln

Lys

Ala

Ile

Glu

Gly

Ile

Lys

val

Lys

Tyr

Vval

Leu

Ala

Gln

5380

Thr
5405

Leu
5420

Asp
5435

Lys
5450

Leu
5465

Arg
5480

Ile
5495

Thr
5510

Ala
5525

Glu
5540

Arg
5555

Val
5570

Thr
5585

Thr
5600

Lys
5615

Asn
5630

Asn

Asp

Thr

Arg

Asn

Ala

Gln

Asnh

Gln

His

Ala

Asn

Ala

Pro

Thr

Ala

Val

Gly

Thr

Thr

Lys

Met

Asn

Ala

Val

Thr

Ile

Ala

Ala

Ala

Gln

Asn

Glu

Ala

Leu

Ala

Thr

Gln

Leu

Ser

Thr

Ala

Ala

Asp

Glu

Asp

Leu

Thr

Gly

Met

Gln

TYYX

Ala

Ala

Asp

Asp

Ser

Thr

Asp

Ala

Asn

val

Asn

Ala

53385

Val
5410

Gly
5425

Ser
5440

Ser
5455

Gly
5470

val
5485

Arg
5500

Leu
5515

Ala
5530

Glu
5545

Lys
5560

Asn
5575

Ile
5530

Thr
5605

Gly
5620

Ile
5635

Asn

Gln

Gln

Gln

Gly

Thr

Ala

Asn

Gly

Leu

Ala

Lys

val

Asn

Asn

Asp

Thr

Leu

Asn

Ala

Asn

Gln

Lys

Thr

Arg

Asn

Glu

Arg

Sar

Ala

His

Gly

Val

Glu

Tyr

val

Thr

Ala

Gln

Lys

val

Thr

Thr

Gln

Gly

Ala

Asn

Leu
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Lys

Thr

Gln

Asn

Pro

Asn

Ala

Gln

Ser

Rla

Lys

Ala

Thr

Thr

Leu

Thr

5400

Ala
5415

Ser
5430

Asp
5445

Ala
5460

Lys
5475

Thr
5490

Ala
5505

Lys
5520

Ala
5535

Met
5550

Ala
5565

Tyr
5580

Pro
5595

Gln
5610

Glu
5625

Ser
5640

Lys

Ile

Ala

Ala

Ala

Ala

Asn

Glu

Ala

Thr

Ser

Asp

Thr

val

val

Leu

Ala

Arg

Asp

Ala

Asp

Leu

Thr

Ala

Asn

Ala

Gly

Glu

Pro

Thr

Ala

Asn

Gln

Asp

Asp

Thr

Vval

Asn

Ala

Leu

Gly

Leu

Asn

Lys

Thr

Asn

Lys

Gly
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Pro

Leu

Thr

Ile

Thr

Gln

Lys

Asn

Leu

Ile

Asn

Ile

Ala

Ala

Glu

Gln
5645

Pro
5660

Ala
5675

Lys
5690

Asp
5705

Thr
5720

Asp
5735

Leu
5750

Ser
5765

Glu
5780

Ala
5795

Gln
5810

Asp
5825

Glu
5840

Gly
5855

Leu
5870

Lys

Asn

Met

Ala

Tyr

Thr

Gln

Arg

Asp

Gly

Asp

Asp

Glu

Gln

val

Asn

Ala

Val

Lys

Gly

Asn

Ser

val

Thr

Leu

Ala

Ala

Gln

Ala

Ile

Glu

Gly

Lys

Gln

Gly

Gln

Ser

Pro

Thr

Ala

Thr

Thr

Leu

Asn

Lys

Leu

Thr

Asn

Leu

Thr

Leu

Asn

Ala

Ser

Ala

Gln

Asp

His

Asn

Thr

Arg

Asn

Ala

Gln

Lys
5650

val
5665

Arg
5680

Tyr
5695

val
5710

Met
5725

Lys
5740

Thr
5755

Ala
5770

Vval
5785

Thr
5800

Ile
5815

Asn
5830

Lys
5845

Leu
5860

Asn
5875