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“COMPOSIGOES, PREPARAGCOES FARMACEUTICAS, PROCESSO

PARA PRODUGCAO DA COMPOSIGCAO E METODO”

DESCRICAO

A presente invencédo refere-se a uma vacina

recombinante contra maldria e um método para sua producgdo.

A proteina de superficie do merozoito (MSP-1) do
parasita da maldria Plasmodium ocorre na superficie de
merozoitos, a forma invasiva de eritrdécito do Plasmodium.
MSP-1 é produzida como uma proteina precursora com um peso
molecular de cerca de 190 kDa que ¢é proteoliticamente
processada durante a maturacdo do merozoito em quatro
fragmentos designados como p83, p30, p38 e pd2, que
permanecem em uma forma associada ndo-covalentemente na
superficie do parasita. No momento da invasédo

eritrocitdria, ocorre uma maior clivagem proteolitica.

A proteina MSP-1 é constituida por varias regides
altamente conservadas, uma regido dimdérfica associada com
uma das duas formas alélicas e dois blocos oligomdérficos
relativamente pequenos na regido N-terminal (Tanabe et al.,
J. Mol. Biol. 195 (1987) 273-287; Miller et al., Mol.
Biochem. Parasitol. 59 (1993), 1-14; que sdo aqui

incorporados através de referéncia).

H& evidéncias de que a proteina MSP-1 é uma candidata
potencial a vacina (Holder e Freeman, Nature 294 (1981),
361-364; Majarian et al., J. Immunol., 132 (1984), 3131-

3137). Além disso, varios estudos de vacinacdo com material
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MSP-1 de P. falciparum foram realizados em primatas, em
particular, macacos Aotus e Saimiri (por exemplo, Perrin et
al., J. Exp. Med. 160 (1984), 441-451; Hall et al., Nature
311 (1984) 379-382; Siddiqui et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 84 (1987), 3014-3018; Ettlinger et al., Inf. Imm. 59
(1991), 3498-3503; Holder et al., Parasite Immunol. 10
(1988), 607-617; Herrera et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
87 (1990), 4017-4021; Herrera et al., Inf. Imm. 60 (1992),
154-158 e Patarroyo et al., Nature 328 (1987), 629-632, que

s8o aqui incorporados através de referéncia).

Estudos de vacinac¢do com sobreposicdo de fragmentos
recombinantes da proteina MSP-1 de E. coli geraram protecdo
(Tolle et al., Infect. Immun. 61 (1993), 40-47). Um efeito
protetor foi também encontrado apds a administracdo do
dominio C-terminal da proteina MSP-1 na forma dos
polipeptideos pl9 e p42 (Chang et al., Inf. Imm. 64 (1996),
253-261).

O WO 98/14583 descreve um método para produzir um
polipeptideo MSP-1 recombinante completo por diminuicdo do
conteudo AT da sequéncia de DNA expressa em comparacdo com
a sequéncia que ocorre naturalmente. Existem, no entanto,
algumas desvantagens associadas com o processo descrito no
WO 98/14583. Em primeiro lugar, o método de producdo sé
permite eficiente purificacdo na presenca de caudas N- e/ou
C- na sequéncia terminal. Em segundo lugar, o método de
purificacdo sé funciona em uma pequena escala. Uma

adaptacdo de métodos de purificacdo em larga escala que sdo
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exigidos em processos industriais de fabricacdo da vacina

ndo é facilmente disponivel.

Kauth et al. (J. Biol. Chem. 278 (2003), 22257-22264)
descrevem a reconstituicdo in vitro do polipeptideo MSP-1
de P. falciparum cepa 3D7 de subunidades produzidas
heterologamente. A purificagcdo ¢, no entanto, somente
descrita para polipeptideos que sdo fundidos nas caudas da
sequéncia heterdloga, tais como GST, estreptococo ou cauda
hexahistidina. A presenca dessas sequéncias heterdlogas em

uma vacina, no entanto, é indesejavel.

A presente invencgdo supera os inconvenientes do

método anterior, proporcionando uma composicdo que inclui

(a) um fragmento p83/30 purificado da proteina
gpl90/MSP-1 de Plasmodium sem seqiiéncias heterdlogas, e
(b) wum fragmento purificado p38/42 da proteina

gpl90/MSP-1 de Plasmodium sem sequéncias heterdlogas.

Preferencialmente, o fragmento p83/30 purificado é um
fragmento F, ou seja, um fragmento derivado de uma cepa F
de Plasmodium, especialmente a partir do P. falciparum
estirpe FCB-1 também conhecida como FC ou F.
Surpreendentemente, verificou-se que o fragmento F é mais
estdvel contra a degradagdo proteolitica do que o fragmento
D, ou seja, um fragmento derivado de uma cepa D de
Plasmodium, especialmente a partir do P. falciparum cepa

3D7 também conhecida como NF54. Além disso, foi
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surpreendente verificar que o fragmento F p38/30 pode ser
combinado com um fragmento p38/42 heterdélogo e/ou homdlogo,
por exemplo, com um fragmento D p38/42 heterdlogo e/ou um

fragmento F p38/42.

Na composicdo da invencdo os componentes (a) e (b)
sdo preferivelmente presentes em gquantidades equimolares,
por exemplo, proporcdo molar de 1,5:1 para 1:1,5, mais
preferivelmente de 1,2:1 para 1:1,2 e mais preferivelmente

de cerca de 1:1 de componente (a) para componente (b).

Preferivelmente, pelo menos 70%, mais preferivelmente
pelo menos 80% e mais preferivelmente pelo menos 90% dos
fragmentos na composicdo estdo presentes como dimero

associado ndo-covalentemente.

Componentes (a) e (b) sdo preferivelmente
polipeptideos recombinantes, ou seja, polipeptideos que
tenham sido fabricados em uma célula hospedeira
recombinante, por exemplo, uma célula hospedeira
eucaridtica, tais como uma célula de levedura, por exemplo,
S. cerevisiae ou P. pastoris, ou em células procaridticas,
por exemplo, células bacterianas gram-negativas, como
E. coli. Preferencialmente, a célula hospedeira
recombinante é uma célula de E. coli. Mais preferivelmente,

a célula hospedeira é E. coli W3110z2.

Em um experimento preferido, a composicdo da invencéo

tem uma pureza de pelo menos 95% e mais preferivelmente de
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pelo menos 97,5%, determinada em gel de eletroforese SDS e
coloracdo prata. Neste contexto, o termo "pureza" refere-se
a auséncia de ©polipeptideos heterdlogos, ou seja,

polipeptideos ndo-MSP-1.

Num outro experimento preferido, a composigdo tem um
teor de degradacdoc dos produtos de menos de 30%, mais
preferivelmente menos de 20%, e mais preferivelmente menos
de 10%, conforme medido por gel de eletroforese SDS e
imuno-coloracdo. Neste contexto, o termo "degradacdo de
produtos" refere-se a moléculas polipeptidicas que resultam
de uma degradacdo do fragmento p83/30 ou do fragmento

p38/42 como descrito acima.

A composicdo da invencdo compreende um fragmento
purificado p83/30 da proteina gpl90/MSP-1 de Plasmodium e
um fragmento purificado p38/42 da proteina gpl90/MSP-1 de
Plasmodium. O termo "fragmento p83/30" refere-se a um unico
polipeptideo compreendendo o fragmento p83 e o fragmento
p30 da proteina MSP-1 de Plasmodium. Preferencialmente, a
composicdo compreende um fragmento p83/30 de Plasmodium
cepa F. O fragmento p38/42 ¢é um polipeptideo uUnico
compreendendo o fragmento p38 e o fragmento p42 da proteina
MSP-1 de Plasmodium. O fragmento p38/42 pode ser obtido a
partir de qualquer cepa de Plasmodium, por exemplo, uma

cepa D ou uma cepa F de P. falciparum.

O fragmento p83/30 preferivelmente incluil a sequéncia

de aminocdcidos de uma cepa F de P. falciparum como mostrado
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na SEQ ID NO: 1 e, opcionalmente, uma sequéncia peptidica
sinal N-terminal ou um fragmento F modificado derivado da
sequéncia da cepa F. Em um experimento menos preferido, o
fragmento p83/30 inclui a sequéncia de aminocdcidos de uma
cepa D de P. falciparum e, opcionalmente, uma sequéncia
peptidica sinal N-terminal ou uma sequéncia da cepa D
modificada. A sequéncia de aminodcidos mostrada na
SEQ ID NO: 2 é derivada da sequéncia de aminodcidos de uma
cepa D e inclui 2 substituig¢les de aminodcidos na posicgédo

611 (E -> K) e 866 (Q -> H).

O fragmento p38/42 pode ser obtido a partir de uma
cepa F de P. falciparum como mostrado na SEQ ID NO: 3 e/ou
de wuma <cepa D de P. falciparum como mostrado na
SEQ ID NO: 4. Surpreendentemente, verificou-se que um
fragmento p83/30 de uma cepa F tanto pode ser combinado com
um fragmento p38/42 homdélogo de uma cepa F ou com um
fragmento p38/42 heterdélogo de wuma cepa diferente de

P. falciparum, por exemplo, uma cepa D.

Os termos "fragmento p83/30" e "fragmento p38/42"
também se referem aos fragmentos modificados que tenham uma
sequéncia de identidade de aminodcidos de pelo menos 90%,
de preferéncia de pelo menos 95% e mais preferivelmente de
pelo menos 98% durante todo o comprimento do polipeptideo
para um fragmento nativo p83/30 ou p38/42. Os termos também
englobam fragmentos truncados que podem incluir supressdes
de aminodcidos unicos e/ou aminodcidos de até 10 porcdes,

mais preferivelmente até 5 aminodcidos, em comparacdo com
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os polipeptideos do tipo selvagem. Um fragmento p83/30
preferivelmente tem um comprimento de pelo menos 800
aminodcidos, mais preferivelmente de pelo menos 850
aminodcidos. Além disso, o fragmento p83/30 possui uma
identidade de sequéncia de pelo menos 90%, mais
preferivelmente de pelo menos 95% e, mais preferencialmente
de pelo menos 98% com o fragmento p83/30 de P. falciparum

variante F na SEQ ID NO: 1.

O fragmento p38/42 preferivelmente tem um comprimento
de pelo menos 700 aminodcidos e mais preferivelmente de
pelo menos 750 aminodcidos. Além disso, é preferivel que o
fragmento p38/42 possua uma sequéncia de identidade de pelo
menos 90%, mais preferivelmente de pelo menos, 95% e, mais
preferencialmente de pelo menos 98%, em comparacdo com OS
fragmentos p38/42 de uma cepa F de P. falciparum

(SEQ ID NO: 3) e/ou a partir de uma cepa D (SEQ ID NO: 4).

As sequéncias de aminodcidos de experimentos
particularmente preferidos de p83/30 e p38/42 s3o mostradas

nas SEQ ID NO: 1, 2, 3 e 4.

A presente invencdo também se refere a uma preparacdo
farmacéutica compreendendo uma composicdo conforme descrita
acima e veiculos farmaceuticamente aceitdveis, diluentes
e/ou adjuvantes. Preferencialmente, a preparacdo é uma

vacina.
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A vacina pode estar presente como 1liofilizado
reconstitutivel, como liquido, por exemplo, como solugdo ou
suspensdo, ou como emulsdo, por exemplo, como emulsdo agua
em &6leo. A vacina pode incluir adjuvantes, tais como
aluminio, MF59 ou BCG, incluindo BCG recombinante como
descrito no PCT/EP2005/011127, "Combination of a bacterial
cell and a biologically active agent", que é aqui
incorporado por referéncia. A vacina € administrada
preferencialmente por injecdo, por exemplo, intradérmica,

subcutdnea ou injecdo intramuscular.

A dose preferida da vacina compreende 1-500 ug, mais
preferivelmente 20-100 ug de proteinas para aplicag¢do na
medicina humana. A vacina pode ser administrada em dose
Unica ou em doses multiplas. A administracdo de doses

multiplas é preferivel.

A composigdo da presente invencdo pode ser produzida

por um processo compreendendo as etapas:

(a) expressdo do fragmento p83/30 da proteina
gpl90/MSP-1 de Plasmodium sem sequéncia heterdloga em uma
célula hospedeira,

(b) expressdo do fragmento p38/42 da proteina
gpl90/MSP-1 de Plasmodium sem sequéncia heterdéloga em uma
célula hospedeira,

(c) recuperacdo do fragmento p83/30 e o fragmento

p38/42 de células hospedeiras,
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(d) opcionalmente combinacdo os fragmentos p83/30 e
p38/42, e

(e) purificacdo dos fragmentos combinados.

A expressdo dos fragmentos p83/30 e p38/42 pode ser
realizada em uma uUnica célula hospedeira ou separadamente,
em uma primeira célula hospedeira e em uma segunda célula
hospedeira. A utilizagdo da primeira e segunda célula
hospedeira separada €& preferivel. As células hospedeiras
podem ser fornecidas pela transfeccdo com um acido nucléico
codificando o} respectivo fragmento MSP-1.
Preferencialmente, o &cido nucléico codificando o fragmento
p83/30 e o &cido nucléico codificando o fragmento p38/42
podem ser localizados em um vetor de expressdo adequado
para a respectiva célula hospedeira, por exemplo, uma
célula bacteriana gram-negativa, tal como uma célula de
E. coli. O vetor de expressdo pode ser um vetor episomal,
como um plasmideo, ou um vetor integrado cromossomalmente.
0 vetor de expressdo compreende os Acidos ﬂucléicos em uma
ligacdo operatdéria com uma sequéncia de controle de
expressdo adequada, por exemplo, aque pode incluir um
promotor constitutivo ou induzivel. O vetor de expressdo
pode incluir mais elementos genéticos, por exemplo, uma
origem de replicac¢do, um marcador de selecdo, etc. Exemplos
de vetores de expressdo adequados sdo descritos em Sambrook
et al. Molecular Cloning, A Laboratory Manual (1989), Cold
Spring Harbor Laboratory Press, e outros 1livros-texto

padrdes.
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Quando as células hospedeiras sdo células
bacterianas, por exemplo, células de E. coli, os fragmentos
sdo preferencialmente expressos na forma insoluvel, por
exemplo, como corpos de inclusdo. Preferencialmente, os
fragmentos s8o recuperados separadamente como corpos de
inclusdo que podem ser solubilizados separadamente, por
exemplo, na presenca de sais caotrdpicos, como cloridrato
de guanidina e, posteriormente duplicado, por exemplo, na
presenca de reagentes arginina e tiol, como glutationa.
Alternativamente, os fragmentos p83/30 e p38/42 podem ser
combinados antes da solubilizacdo, apds solubilizacgdo ou
apdés duplicagcdo em uma razdo molar adequada. Apds
duplicagdo, os fragmentos s&8o transferidos para um tamp&do
adequado que pode incluir um agente tensioativo ndo idnico
como o Tween 80, Tween 20 ou Triton X-100. Se desejado, os
fragmentos podem ser purificados separadamente por etapas
subsequentes de tratamento, compreendendo pelo menos uma
das seguintes caracteristicas: filtracdo, cromatografia de

troca catidnica e/ou anidnica, tais como HP-cromatografia

Q-Sepharose, ou HP-cromatografia SP-Sepharose,
acondicionamento e concentracédo, por exemplo, por
ultrafiltracédo.

De acordo com a etapa (d), os fragmentos sdo

combinados. Preferencialmente, os fragmentos sdo combinados
em quantidades aproximadamente equimolares, conforme
indicado acima. A quantidade do respectivo fragmento pode
ser determinada por medic¢des espectroscodpicas de proteina,

por exemplo, determinando absorcdo de UV a 280 nm. E



10

15

20

25

11 / 16

especialmente preferido que os fragmentos sejam combinados

na auséncia de polipeptideos heterdlogos como a albumina.

Depois de combinar, os fragmentos podem ser ainda
mais purificados, por exemplo, por cromatografia por
exclusdo por tamanho, por exemplo, wutilizando Sephacryl
S 300-HR/GE. Outros tratamentos podem incluir filtracdo,
concentragdo e esterilizag¢do, por exemplo, filtracdo por

esterilizacédo.

Os &cidos nucléicos codificando os fragmentos p83/30 e
p38/42 podem ter um teor reduzido de AT em comparacdo com O
tipo selvagem, tal como descrito no WO 98/14583, que estd

aqui incorporado por de referéncia.

Além disso, a invencdo refere-se a uma composicdo que
inclui um fragmento p83/30 purificado da ©proteina
gpl90/MSP-1 de Plasmodium a partir de uma cepa F. O
fragmento p83/30 preferencialmente compreende a sequéncia
como mostrada na SEQ ID NO: 1 ou uma sequéncia modificada,
como descrito acima. Esta composicdo é preferencialmente
utilizada como uma preparag¢do farmacéutica, por exemplo,
como uma vacina, como descrito acima. No que diz respeito
as caracteristicas preferidas, por exemplo, pureza e/ou
contelido dos produtos de degradacdo, desta composicdo, se

refere a divulgac¢do, como descrito acima.

A presente invencdo é explicada pelos seguintes

exemplos:
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Exemplo 1

Produc¢do do fragmento p83/30

A sequéncia de aminodcidos do fragmento p83/30 &
mostrada na SEQ ID NO: 1 (cepa F) ou SEQ ID NO: 2 (cepa D).
Uma sequéncia de Aacido nucléico codificando tal fragmento
foi clonada no vetor de expressdo pZE23D 83/30 mostrado na
Fig. 1. O fragmento codificando &4cido nucléico operatdrio
estd operacionalmente ligado com o promotor IPTG-induzivel
pAllac0l. A cepa produzida de E.coli foi W3110Z2 (por
exemplo, Bacteriol. Ref. 36, (1972), 525-530; Proc. Natl.

Acad. Sci. USA 78 (1981), 7069-7072).

As células de E. coli foram pré-cultivadas em meio LB.
A pré-cultura foi diluida a 1:50 com Supercaldo e
cultivadas em um fermentador a 37°C. Em uma densidade 6tica
(ODgop) de 1,5, doxiciclina (200 ng / ml) foi adicionada.

Na ODgoo = 4,5, IPTG (1 mM) foi adicionado.

As células foram colhidas em um ODgy = 7 ou 2,5 h

apés a inducdo com IPTG.

As bactérias colhidas foram rompidas por
homogeneizag¢do continua em uma taxa de transferéncia de
10 1/h e 1500 bar de pressdo maxima (Niro-Soavi, Tipo
Panda). O homogeneizado foi centrifugado por 30 min a
6.000 g seguido por dois ciclos de lavagem/centrifugacdo, a

fim de obter os corpos de inclusdo.
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Uma comparacdo da estabilidade dos corpos de inclusdo
do fragmento p83/30 de uma cepa D e uma F é mostrada na

"Fig. 2. Os valores da figura sdo os seguintes:

1+9: marcador;
amostra de fermentacdo de F-83/30;

IBs F-83/30 apdés a preparacdo;

2
3
4: Albumina sérica bovina (BSA) 800 ng;
5: BSA 600 ng;
6: BSA 400 ng;
7: BSA 200 ng;

8: BSA 100 ng;

10: IBs F-83/30 (apdés 9 meses de armazenamento
a -18°C);

11: IBs de D-83/30 (apds preparacdo);

12: amostra de fermentacdo de F-83/30;

13: amostra de fermentacdo de D-83/30.

E evidente na Fig. 2 que o fragmento p83/30 de um
P. falciparum cepa F é significativamente mais estdavel do

que o fragmento p83/30 correspondente de uma cepa D.
Exemplo 2

Producdo do fragmento p38/42

z

A sequéncia de aminodcido do fragmento p38/42 é

mostrada na SEQ ID NO: 3 (cepa F) ou SEQ ID NO: 4 (cepa D).
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Corpos de inclusdo do fragmento p38/42 foram
produzidos substancialmente conforme descrito no exemplo 1

para o fragmento p83/30.

Exemplo 3

Producdo de uma composic¢do compreendendo quantidades

equimolares de fragmentos p83/30 e p38/42

Os corpos de inclusdo obtidos nos Exemplos 1 e 2 foram
solubilizados separadamente, acrescentando tampdo de
solubilizacdo (6M de guanidina HCl; 50 mM de fosfato de
sédio (Na fosfato); 10 mM de ditiotreitol, 1 mM de EDTA,

pH 8,0) para os Corpos de Inclusdo (IBs).

Para os fragmentos p83/30, trés diferentes proporc¢des
de IBs para tampdo de solubilizacdo foram utilizadas, ou
seja, 1 g de IB + 2,5 ml de tampdo; 1 g de IB + 4,0 ml de
tampdo e 1 g de IB + 8,0 ml de tampdo. Para o fragmento

p38/40, 1lg de IB foi adicionado a 2,5 ml de tampdo.

O filtrado foi submetido a um procedimento de
duplicagcdo por incubagdo em 500 mM de arginina, 50 mM de
fosfato de sdédio (Na fosfato), 1 mM de L-glutationa
reduzida, 0,1 mM de glutationa oxidada, 1 mM de EDTA pH 8,0

por toda a noite, a temperatura ambiente.

As solucdes de proteina resultantes foram 5x

concentradas por ultrafiltracdo. O tampdo foi modificado
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com 20 mM de fosfato de sédio (Na fosfato), 50 mM de NacCl,
0,01% de Tween 80 pH 8.0. Apds filtracdo em um filtro de
0,2 pm, o produto foi submetido a cromatografia HP
Q-Sepharose. A elusdo ocorreu em um gradiente de tampdo A
de 0-100% (20 mM de fosfato de sdédio (Na fosfato), 50 mM de
NaCl, 0,01 de Tween 80 pH 8,0) e tampdo B (20 mM de fosfato
de sédio (Na fosfato), 350 mM de NaCl, 0,01% de Tween 80

pPH 8,0).

Os eluatos foram condicionados pela diluicdo 1:5 em
tampdo de diluic&o (10 mM de fosfato de sédio (Na fosfato),
0,01% de Tween 80 pH 5,8) e filtrados através de um filtro
de 0,2 um. O produto resultante foi submetido a uma
cromatografia HP SP Sepharose e eluido em um gradiente de
0-100% de tampdo A (10 mM de fosfato de sédio (Na fosfato),
50 mM de NaCl, 0,01% de Tween 80, pH 5,8) e tampd3o B (10 mM
de fosfato de sédio (Na fosfato), 600 mM de NaCl, 0,01% de
Tween 80, pH 5,8). Posteriormente, o pH foi ajustado para

7,4.

As solug¢Bes de proteina foram concentradas a 4 mg/ml
por ultrafiltragdo. Entdo, ambas as subunidades foram
agrupadas em uma relac¢do de 1l:1 (com base nas quantidades
de proteina total medidas por UV a 280 nm) na auséncia de
polipeptideos heterdlogos. Apds filtracdo, a composicdo foi
submetida a cromatografia por exclusdo de tamanho, por
exemplo, com Sephacryl S-300-HR/GE em tampd3o PBS 1x a
PH 7.2-7.4. A composic¢do foi opcionalmente concentrada por

ultrafiltragdo, a fim de proporcionar uma concentracdo de
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até 1 mg de proteina/ml. Apds a filtracdo estéril, a

composicdo foi armazenada.
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LISTAGEM DE SEQUENCIAS

<110> Depositante: Vakzine Projekt Management GmbH

<120>

Titulo da Invencdo:

COMPOSICOES,

PROCESSO PARA PRODUCAO DA COMPOSICAO E METODO

<130> Referéncia do documento:

<160>

<170>

<210>
<211>

<212> Tipo:

<213>

<220>
<221>
<223>

<400> Sequéncia:

Software:

SEQ ID NO:
Comprimento:

PRT

Organismo:

Met Lys Ile Ile

1

Thr

- Glu

Glu

Pro

65

Thr

Gly

Tyr

Glu

Gln Cys

Ala Leu
35

Lys Met
50

Ala Asp

Val Pro

Ala Ala

Ala Asp

115

Leu Lys
130

val

20

Glu

val

Ala

Ser

Asn

100

Leu

Tyr

Quantidade de SEQ ID NOs.:

4

PatentIn versdo 3.3

1

872

P. falciparum

1

Phe

5

Thr

Asp

Leu

val

Gly

85

Pro

Lys

Pro

Caracteristicas:
Nome/Chave: MISC_FEATURE
Outras Informacgdes:

Phe

His

Ala

Lys

Ser

70

Thr

Ser

His

Glu

Leu

Glu

val

Asp

55

Thr

Ala

Asp

Arg

Leu
135

Cys

Ser

Leu

40

Gly

Gln

Ser

Asp

val

120

Phe

Ser

Tyr

25

Thr

Ala

Ser

Thr

Ser

105

Gln

Asp

MSP-1F 83/30

Phe

10

Gln

Gly

Asn

Ala

Lys

90

Ser

Asn

Leu

37784P EP

Leu

Glu

Tyr

Thr

Lys

75

Gly

Asp

Tyr

Thr

Phe

Leu

Ser

Gln

60

Asn

Ala

Ser

Leu

Asn
140

Phe

val

Leu

45

val

Pro

Ile

Asp

Phe

125

His

Ile

Lys

30

Phe

val

Pro

Arg

Ala

110

Thr

Met

Ile

15

Lys

Gln

Ala

Gly

Ser

95

Lys

Ile

Leu

PREPARACOES FARMACEUTICAS,

Asn

Leu

Lys

Lys

Ala

80

Pro

Ser

Lys

Thr



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

Leu

145

Glu

Arg

Phe

val

Lys

225

Asn

Ala

Leu

val

Lys

305

Thr

Arg

Ile

Glu

Cys

Ile

Ala

Asn

Phe

210

Met

Glu

Asp

Phe

Leu

290

Leu

Thr

His

Asp

Lys
370

Asp

Asn

Lys

Leu

195

Gly

Glu

Leu

Asn

Ile

275

Glu

Leu

Gly

Glu

340

Arg
355

Asn

Asn

Glu

Leu

180

Lys

Tyr

Asp

Ile

Glu

260

Tyr

Lys

Glu

val

Glu

Leu

Lys

Ile

Leu

165

Asn

Ile

Arg

Tyr

Glu

245

Glu

Asn

Arg

Asp

Asn

325

Lys

Phe

Lys

His

150

Leu

Asp

Arg

Lys

Ile

230

Gly

Gly

Lys

Ile

Ile

310

Gln

Ile

Thr

val

Gly

Tyr

val

Ala

Pro

215

Lys

Ser

Lys

Gln

ASp

295

Asp

Ile

Lys

Asp

Asp
375

Phe

Lys

Cys

Asn

200

Leu

Lys

Lys

Lys

Leu

280

Thr

Lys

Leu

330

Glu

Pro

360

val

2/16

Lys

Leu

Ala

185

Glu

Asp

Asn

Lys

Lys

265

Gln

Leu

Ile

315

Ser

Ile

345

Leu

Thr

Tyr Leu Ile Asp Gly Tyr Glu

Asn

170

Asn

Leu

Phe

Lys

Thr

250

Leu

Glu

Lys

Lys

Leu

Ala

Glu

Pro

155

Phe

Asp

Asp

Ile

Thr

235

Ile

Tyr

Ala

Lys

Ile

Arg

Lys

Leu

Lys

Tyr

Tyr

val

Lys

220

Thr

Asp

Gln

His

Asn

300

Asp

Leu

Thr

Glu

Ser
380

Phe

Cys

Leu

205

Asp

Ile

Gln

Ala

Asn

285

Glu

Ala

Glu

Ile

Tyr

365

Gln

Asp

Gln

190

Lys

Asn

Ala

Asn

Gln

270

Leu

Asn

Glu

Lys

Lys

350

Tyr

Asp

Leu

175

Ile

Lys

val

Asn

Lys

255

Tyr

Ile

Ile

Lys

Glu

335

Phe

Leu

Pro

160

Leu

Pro

Leu

Gly

Ile

240

Asn

Asp

Ser

Lys

Pro

320

Ser

Asn

Arg

Thr



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

Lys

385

Pro

Lys

Asn

Asn

Lys

465

Asp

Asn

Tyr

Asn

Glu

545

Tyr

Glu

Gly

Lys

Ser

Leu

Asn

Glu

Ile

450

Glu

Tyr

Phe

Asn

Ser

530

Asp

Tyr

Glu

Leu

Leu
610

val

Pro

Ser

Lys

435

Lys

Gln

Glu

Asn

vVal

515

val

Tyr

Thr

Ile

Thr

595

Gln

Gln

Leu

Tyr

420

Ile

Lys

Asn

Glu

Lys

500

Glu

Tyr

Ser

Leu

Lys

580

His

val

Ile

Thr

405

Gly

Ile

Gln

Lys

Leu

485

Asp

Lys

Asn

Leu

Lys

565

Ser

Ser

Gln

Pro

390

Asp

Asp

Thr

Ile

Lys

470

Leu

val

Gln

vVal

Arg

550

Thr

Ser

Ala

Lys

Lys

Ile

Leu

Asp

Asp

455

Leu

Glu

vVal

Arg

Gln

535

Lys

Gly

Glu

Asn

val
615

val

His

Met

Asn

440

Leu

Leu

Lys

Asp

Tyr

520

Lys

Gly

Leu

Asn

Ala

600

Leu

3/16

Pro Tyr Pro

Asn

Asn

425

Lys

Glu

Glu

Phe

Lys

505

Asn

Leu

Ile

Glu

Lys

585

Ser

Leu

Ser

410

Pro

Glu

Glu

Asp

Tyr

490

Ile

Asn

Lys

Ser

Ala

570

Ile

Leu

Ile

395

Leu

His

Arg

Lys

Tyr

475

Glu

Phe

Lys

Lys

Glu

555

Asp

Leu

Glu

Lys

Asn

Ala

Thr

Lys

Asn

460

Glu

Met

Ser

Phe

Ala

540

Lys

Ile

Glu

val

Lys
620

Gly

Ala

Lys

Ile

445

Ile

Lys

Lys

Ala

Ser

Leu

Asp

Lys

Lys

Ser

605

Ile

Ile

Asp

Glu

430

Phe

Asn

Ser

Phe

Arg

510

Ser

525

Ser

Phe

Lys

Asn

590

Asp

Glu

val

Asn

415

Lys

Ile

His

Lys

Asn

495

Tyr

Sexr

Tyr

Asn

Leu

575

Phe

Ile

Asp

Tyr

400

Asp

Ile

Asn

Thr

Lys

480

Asn

Thr

Asn

Leu

His

560

Thr

Lys

Val

Leu



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

Arg

625

His

Leu

Lys

Thr

Ser

705

Thr

Pro

Asp

Glu

Asn

785

Glu

Ile

Asn

Tyr

Lys

val

Ile

val

Gln

690

Thr

Glu

Lys

Asn

Phe

770

Ser

Glu

Gln

Asp

Tyr
850

Ile

Pro

val

Lys

675

Pro

His

Glu

Glu

Ser

755

Leu

Ser

Asn

Asn

Leu

835

Leu

Glu

Asn

Leu

660

Asp

Leu

Thr

Thr

val

740

Gln

Thr

Met

Glu

Asn

820

Gln

His

Leu

Ile

645

Lys

Met

val

Leu

val

725

Lys

Ala

Lys

Asp

Leu

805

Ile

His

Lys

Phe

630

Tyr

Lys

Leu

Ala

Ser

710

Gly

val

Leu

Ser

Gln

790

Lys

Pro

Leu

Leu

Leu

Lys

Glu

Lys

Ala

695

Gln

His

val

Thr

Tyr

775

Lys

Ser

Ala

Phe

Lys
855

Lys

Pro

val

Lys

680

Ser

Ser

Thr

Glu

Lys

760

Ile

Leu

Cys

Met

Phe

840

Glu

4/16

Asn Ala Gln

Gln

Asp

665

Glu

Glu

Gly

Thr

Asn

745

Thr

Cys

Leu

Asp

Tyr

825

Glu

Glu

Asn

650

Lys

Gln

Thr

Glu

Thr

730

Ser

val

His

Glu

Arg

810

Ser

Leu

Asn

635

Lys

Leu

Ala

Thr

Thr

715

val

Ile

Tyr

Lys

val

795

Leu

Leu

Tyr

His

Leu

Pro

Lys

val

Glu

700

Glu

Thr

Glu

Leu

Tyxr

780

Tyr

Asp

Tyr

Gln

Ile
860

Lys

Glu

Glu

Leu

685

Asp

val

Ile

His

Lys

765

Ile

Asn

Leu

Asp

Lys

845

Lys

Asp Ser Ile

Pro

Phe

670

Ser

Gly

Thr

Thr

Lys

750

Lys

Leu

Leu

Leu

Ser

830

Glu

Lys

Tyr

655

Ile

Ser

Gly

Glu

Leu

735

Ser

Leu

val

Thr

Phe

815

Met

Met

Leu

640

Tyr

Pro

Ile

His

Glu

720

Pro

Asn

Asp

Ser

Pro

800

Asn

Asn

Ile

Leu



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

Glu Glu Pro Lys Gln Ile Thr Gly

865

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400> Sequéncia:

Met Val Thr His

1

Leu

Met

Ser

Ala

65

Thr

Asn

Asp

val

Phe

145

Phe

Glu

val

Gly

50

Gln

Ser

Thr

Ala

Arg

130

Asp

Lys

Asp Ala
20

Leu Asn
35

Ala Ser

Ser Gly

Gly Pro

Leu Pro

100

Ser Asp

115

Asn Tyr

Leu Thr

Tyr Leu

SEQ ID NO: 2
Comprimento:
Tipo: PRT
Organismo:

P.

2

Glu

5

val

Glu

Ala

Ala

Ser

85

Arg

Ser

Leu

Asn

Ile
165

870

893

falciparum

Caracteristicas:
Nome/Chave: MISC_FEATURE
Outras Informacdes:

Ser

Leu

Glu

Gln

Ser

70

Gly

Ser

Asp

Phe

His

150

Asp

Tyr

Thr

Glu

Ser

55

Ala

Pro

Asn

Ala

Thr

135

Met

Gly

Gln

Gly

Ile

40

Gly

Gln

Ser

Thr

Lys

120

Ile

Leu

Tyr

5/16

Glu

Tyr

25

Thr

Ala

Ser

Gly

Ser

105

Ser

Lys

Thr

Glu

MSP-1D 83130

Leu

10

Ser

Thr

Ser

Gly

Thr

90

Ser

TYTr

Glu

Leu

Glu
170

val

Leu

Lys

Ala

Ala

75

Ser

Gly

Ala

Leu

Cys

155

Ile

Lys

Phe

Gly

Gln

60

Ser

Pro

Ala

Asp

Lys

140

Asp

Asn

Lys

Gln

Ala

45

Ser

Ala

Ser

Ser

Leu

125

Tyr

Asn

Glu

Leu

Lys

30

Ser

Gly

Gln

Ser

Pro

110

Lys

Pro

Ile

Leu

Glu

15

Glu

Ala

Ala

Ser

Arg

95

Pro

His

Glu

His

Leu
175

Ala

Lys

Gln

Ser

Gly

80

Ser

Ala

Arg

Leu

Gly

160

Tyr



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

Lys

Cys

Asn

Leu

225

Lys

Lys

Lys

Leu

Thr

305

Glu

Leu

Glu

Pro

val

385

val

Leu

Ala

Glu

210

Asp

Asn

Lys

Lys

Glu

290

Leu

Ile

Leu

Ile

Leu

370

Thr

Pro

Asn

Asn

195

Leu

Asn

Lys

Thr

Leu

275

Glu

Lys

Lys

Asp

Ala

355

Glu

Pro

Tyr

Phe

180

Asp

Asp

Ile

Thr

Ile

260

Tyr

Ala

Lys

Asn

Lys

340

Lys

Leu

Lys

Pro

Tyr

Tyr

val

Lys

Thr

245

ASp

Gln

His

Asn

Pro

325

Asn

Thr

Glu

Ser

Asn
405

Phe

Cys

Leu

Asp

230

Ile

Gln

Ala

Asn

Glu

310

Pro

Lys

Ile

Tyr

Gln

390

Gly

Asp

Gln

Lys

215

Asn

Ala

Asn

Gln

Leu

295

Asn

Pro

Lys

Lys

Tyr

375

Asp

Ile

Leu

Ile

200

Lys

val

Asn

Lys

Tyr

280

Ile

Ile

Ala

Ile

Phe

360

Leu

Pro

val

6/16

Leu

185

Pro

Leu

Gly

Ile

Asn

265

Asp

Ser

Lys

Asn

Glu

345

Asn

Arg

Thr

Tyr

Arg Ala Lys

Phe

val

Lys

Asn

250

Ala

Leu

val

Lys

Ser

330

Glu

Ile

Glu

Lys

Pro
410

Asn

Phe

Met

235

Glu

Asp

Ser

Leu

Leu

315

Gly

His

Asp

Lys

Ser

395

Leu

Leu

Gly

220

Glu

Leu

Asn

Ile

Glu

300

Leu

Asn

Glu

Ser

Asn

380

Val

Pro

Leu

Lys

205

Tyr

Asp

Ile

Glu

Tyr

285

Lys

Asp

Thr

Glu

Leu

365

Lys

Gln

Leu

Asn

190

Ile

Arg

Tyr

Glu

Glu

270

Asn

Arg

Lys

Pro

Lys

350

Phe

Lys

Ile

Thr

Asp Val

Arg Ala

Lys Pro

Ile Lys
240

Gly Ser
255

Gly Lys

Lys Gln

Ile Asp

Ile Asn
320

Asn Thr
335

Ile Lys

Thr Asp

Val Asp

Pro Lys

400

Asp Ile
415



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

His

Met

Asn

Leu

465

Leu

Lys

Asp

Tvr

Lys

545

Gly

Leu

Asn

Gly

Leu

625

Lys

Asn

Asn

Lys

450

Glu

Glu

Phe

Lys

Asn

530

Leu

Ile

Glu

Lys

Ser

610

Leu

Asn

Ser

Pro

435

Glu

Glu

Asp

Tyr

Ile

515

Asn

Lys

Ser

Ala

Ile

595

Leu

Ile

Ala

Leu

420

His

Arg

Lys

TYY

Glu

500

Phe

Lys

Lys

Glu

Asp

580

Leu

Lys

Lys

Gln

Ala

Thr

Lys

Asn

Glu

485

Met

Ser

Phe

Ala

Lys

565

Ile

Glu

val

Lys

Leu
645

Ala

Lys

Ile

Ile

470

Lys

Lys

Ala

Ser

535

Leu

550

AsSp

Lys

Lys

Ser

Ile

630

Lys

Asp

Glu

Phe

455

Asn

Ser

Phe

Arg

Ser

Ser

Phe

Lys

Asn

Asp

615

Glu

Asp

Asn

Lys

440

Ile

His

Lys

Asn

Tyr

520

Ser

Tyr

Asn

Leu

Phe

600

Ile

Asp

Ser

7/16

Asp

425

Ile

Asn

Thr

Lys

Asn

505

Thr

Asn

Leu

His

Thr

585

Lys

val

Leu

Ile

Lys

Asn

Asn

Lys

Asp

490

Asn

Tyr

Asn

Glu

Tyr

570

Glu

Gly

Lys

Arg

His
650

Asn

Glu

Ile

Glu

475

Tyr

Phe

Asn

Ser

Asp

555

Tyxr

Glu

Leu

Leu

Lys

635

Val

Ser Tyr Gly

Lys

Lys

Gln

Glu

Asp

Val

val

540

Tyr

Thr

Ile

Thr

Gln

620

Ile

Pro

Ile
445

Lys

460

Asn

Glu

Lys

Glu

525

Tyr

Ser

Leu

Lys

His

605

Val

Glu

Asn

430

Ile

Lys

Lys

Leu

Asp

510

Lys

Asn

Leu

Lys

Ser

590

Ser

Gln

Leu

Ile

Asp

Thr

Ile

Lys

Leu

495

val

Gln

val

Arg

Thr

575

Ser

Ala

Lys

Phe

Tyr
655

Leu

Asp

Asp

Leu

480

Glu

val

Arg

Gln

Lys

560

Gly

Glu

Asn

val

Leu

640

Lys



10

15

20

25

30

35

40

45
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55

Pro

val

Lys

Ser

705

Ser

val

Ser

Ser

Leu

785

vVal

Thr

Leu

Ser

Glu

865

Lys

Gln

Asp

Glu

690

Glu

Gly

Gly

Pro

Asn

770

Asp

Ser

Pro

Phe

Met

850

Met

Leu

Asn

Lys

675

Gln

Thr

Glu

His

Pro

755

Asp

Glu

Asn

Glu

Asn

835

Asn

Ile

Leu

Lys

660

Leu

Ala

Thr

Thr

Thr

740

Lys

Asn

Phe

Ser

Glu

820

Ile

Asn

Tyr

Glu

Pro

Lys

val

Glu

Glu

725

Thr

Glu

Ser

Leu

Ser

805

Glu

Gln

Asp

Tyr

Glu
885

Glu

Glu

Leu

Asp

710

val

Thr

val

Gln

Thr

790

Met

Asn

Asn

Leu

Leu

870

Gln

Pro

Phe

Ser

695

Gly

Thr

val

Lys

Ala

775

Lys

Asp

Glu

Asn

Gln

855

His

Lys

Tyr

Ile

680

Ser

Gly

Glu

Thr

val

760

Leu

Ser

Gln

Leu

Ile

840

His

Lys

Gln

8/16

Tyr

665

Pro

Ile

His

Glu

Ile

745

Val

Thr

Tyr

Lys

Lys

825

Pro

Leu

Leu

Ile

Leu

Lys

Thr

Ser

Thr

730

Thr

Glu

Lys

Ile

Leu

810

Ser

Ala

Phe

Lys

Thr
890

Ile

val

Gln

Thr

715

Glu

Leu

Asn

Thr

Cys

795

Leu

Cys

Met

Phe

Glu

875

Gly

Val

Lys

Pro

700

His

Glu

Pro

Ser

Val

780

His

Glu

Asp

Tyr

Glu

860

Glu

Thr

Leu

Asp

685

Leu

Thr

Thr

Pro

Ile

765

Tyr

Lys

val

Pro

Ser

845

Leu

Asn

Ser

Lys

670

Met

val

Leu

Glu

Thr

750

Glu

Leu

Tyr

Tyr

Leu

830

Leu

Tyr

His

Lys

Leu

Ala

Ser

Glu

735

Gln

His

Lys

Ile

Asn

815

Asp

Tyr

Gln

Ile

Glu

Lys

Ala

Gln

720

Thr

Pro

Lys

Lys

Leu

800

Leu

Leu

Asp

Lys

Lys
880
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55

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

SEQ ID NO:
Comprimento:
Tipo:
Organismo:P.

PRT

Thr Ser Ser Thr

1

Ser

Thr

Glu

Lys

65

Asn

Ile

val

Asn

Ser

145

Asn

Thr

Ala

Asn

Glu

50

Gly

Pro

Leu

Lys

Ala

130

Phe

Lys

Leu

Thr

Thr

35

Ser

Ile

Leu

Lys

Ser

115

Leu

Asp

Lys

Leu

His

20

Gln

His

val

Thr

Ile

100

Asn

Asn

Leu

Lys

Lys
180

3

Sequéncia:3

Ser

5

Ser

Asn

Asp

Ser

Ile

85

Met

Ser

Asp

Tyx

Glu

165

Glu

808

Caracteristicas:
Nome/Chave:MISC_FEATURE
Outras Informag¢des: MSP 1F 38/42

Ser

Asn

Gly

Pro

Leu

70

Ser

Ile

Lys

Glu

Asn

150

Leu

Gln

Pro

Ser

val

Leu

55

Leu

Thr

Pro

val

Ile

135

Lys

Gly

Leu

falciparum

Gly

Gln

Ala

40

Thr

Asn

Thr

Ile

Ile

120

Lys

Tyr

Gln

Glu

9/16

Asn

Asn

25

val

val

Leu

Glu

Phe

105

Thr

Lys

Lys

Asp

Ser
185

Thr

10

Gln

Ser

Leu

Gly

Met

90

Asn

Gly

Leu

Leu

Lys

170

Lys

Thr

Gln

Ser

Ser

Asn

75

Glu

AsSp

Leu

Lys

Lys

155

Met

Leu

Val

Asn Thr Ala

Ser Asn Ala

Gly

Ile

60

Lys

Lys

Asp

Thr

Asp

140

Leu

Gln

Asn

Pro

45

Ser

Thr

Phe

Tle

Glu

125

Thr

Asp

Ile

Ser

30

Ala

Asn

Lys

Tyr

Lys

110

Thr

Leu

Arg

Lys

Leu
190

15

Ser

val

Asp

val

Glu

95

Gln

Gln

Gln

Leu

Lys

175

Asn

Gln

Ser

val

Leu

Pro

80

Asn

Phe

Lys

Leu

Phe

160

Leu

Asn
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Pro

Glu

Leu

225

Ser

Tyr

Leu

Ser

Lys

305

Glu

Thr

val

Pro

Gln

385

Gly

Glu

His

Ala

210

Leu

Pro

Ala

Asn

Gly

290

Asn

Ala

val

Arg

Thr

370

Asn

Glu

Ala

Asn

195

Glu

Lys

Leu

Asn

Asp

275

Leu

Tyr

Leu

val

val

355

Ser

Tyr

Ser

Ile

val

Ile

His

Lys

Leu

260

Asn

His

Thr

Lys

Thr

340

Ser

Gly

Asp

Glu

Ser
420

Leu

Ala

Tyr

Thr

245

Glu

Leu

His

Gly

Ser

325

Pro

Gly

Ser

Glu

Asp

405

val

Gln

Glu

Lys

230

Leu

Lys

His

Leu

Asn

310

Tyr

Pro

Ser

Leu

Glu

390

Asn

Thr

Asn

Thr

215

Gly

Ser

Phe

Leu

Ile

295

Ser

Glu

Gln

Ser

Leu

375

Asp

Asp

Met

Phe

200

Glu

Leu

Glu

Arg

Gly

280

Thr

Pro

Asn

Pro

Gly

360

Thr

Asp

Glu

Asp

10/16

Ser

Asn

val

Val

val

265

Lys

Glu

Ser

Phe

Asp

345

Ser

Glu

Ser

Tyr

Asn
425

val

Thr

Lys

Ser

250

Leu

Lys

Leu

Glu

Leu

330

val

Thr

Leu

Leu

Leu

410

Ile

Phe

Leu

Tyr

235

Ile

Ser

Lys

Lys

Asn

315

Pro

Thr

Lys

Gln

Val

395

Asp

Leu

Phe

Glu

220

TyY

Gln

Lys

Leu

Glu

300

Asn

Glu

Pro

Glu

Gln

380

val

Gln

Ser

Asn Lys Lys

205

Asn Thr Lys

Asn

Thr

Ile

Ser

285

Val

Lys

Ala

Ser

Glu

365

val

Leu

val

Gly

Gly
Glu
Asp
270
Phe
Ile
Lys
Lys
Pro
350
Thr
val
Pro

val

Phe
430

Glu

AsSp

255

Gly

Leu

Lys

val

val

335

Leu

Gln

Gln

Ile

Thr

415

Glu

Lys

Ile

Ser

240

Asn

Lys

Ser

Asn

Asn

320

Thr

Ser

Ile

Leu

Phe

400

Gly

Asn
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Glu

Leu

Asn

465

val

Tyr

Thr

Ile

Lys

545

Lys

Thr

Ile

Ile

Ala

625

Lys

Leu

Tyr

Lys

450

Asp

Leu

Ile

Leu

Lys

530

Tyr

Glu

Asp

Glu

Asn

610

His

Ile

Ile

Asp

435

Lys

Ile

Glu

Ile

Leu

515

Phe

Lys

Phe

Glu

Thr

595

Leu

val

Asp

Asn

val

Gln

Leu

Ser

Glu

500

Lys

Ala

Asp

Pro

Gln

580

Leu

Lys

Lys

Leu

Asp
660

Ile

Ile

Asn

Asp

485

Asp

Ser

Gln

Asp

Ser

565

Lys

Tyr

Ala

Ile

Phe

645

Asp

Tyr

Glu

Ser

470

Leu

Ser

Tyr

Glu

Leu

550

Ser

Lys

Asn

Lys

Thr

630

Lys

Thr

Leu

Lys

455

Arg

Met

Phe

Lys

Gly

535

Glu

Pro

Glu

Asn

Ile

615

Lys

Asn

Lys

Lys

440

Asn

Leu

Gln

Lys

Tyr

520

Ile

Ser

Pro

Ser

Leu

600

Asn

Leu

Pro

Lys

11/16

Pro

Ile

Lys

Phe

Leu

505

Ile

Ser

Ile

Thr

Lys

585

val

Asp

Ser

Tyr

Asp
665

Leu

Phe

Lys

Lys

490

Leu

Lys

Tyr

Lys

Thr

570

Phe

Asn

Cys

Asp

Asp

650

Met

Ala

Thr

Arg

475

His

Asn

Glu

Tyr

Lys

555

Pro

Leu

Lys

Asn

Leu

635

Phe

Leu

Gly

Phe

460

Lys

Ile

Ser

Ser

Glu

540

val

Pro

Pro

Ile

val

620

Lys

Glu

Gly

Val

445

Asn

Tyr

Ser

Glu

val

525

Lys

Ile

Ser

Phe

Asp

605

Glu

Ala

Ala

Lys

Tyr Arg Ser

Leu

Phe

Ser

Gln

510

Glu

val

Lys

Pro

Leu

590

Asp

Lys

Ile

Ile

Leu
670

Asn

Leu

Asn

495

Lys

Asn

Leu

Glu

Ala

575

Thr

Tyr

Asp

Asp

Lys

655

Leu

Leu

Asp

480

Glu

Asn

Asp

Ala

Glu

560

Lys

Asn

Leu

Glu

Asp

640

Lys

Ser
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Thr

Glu

Lys

705

Arg

Cys

Asp

Lys

Gly

785

Ile

Gly

Gly

690

Lys

Glu

val

Ala

Ile

770

Ile

Leu

Leu

675

Lys

Gln

Glu

Glu

Asp

755

Thr

Phe

Met

val

Phe

Cys

Cys

Asn

740

Ala

Cys

Cys

Leu

Gln

Gln

Pro

Lys

725

Pro

Lys

Glu

Ser

Ile
805

<210> SEQ ID NO: 4
<211> Comprimento:
<212> Tipo:
<213> Organismo:P. falciparum

<220>
<221>
<223>

<400> Sequéncia:

PRT

Met Ser Ser Thr

1

Ser Ala Thr His

20

Thr Asn Thr Gln

35

4

Asn

Asp

Gln

710

Cys

Asn

Cys

Cys

Ser

790

Leu

794

Caracteristicas:
Nome/Chave:MISC_FEATURE
Outras Informacdes:

Phe

Met

695

Asn

Leu

Pro

Thr

Thr

775

Ser

Tyr

Pro

680

Leu

Ser

Leu

Thr

Glu

760

Lys

Asn

Ser

12/16

Asn

Asn

Gly

Asn

Cys

745

Glu

Pro

Phe

Thr

Ile

Cys

Tyr

730

Asn

Asp

Asp

Leu

MSP-1D 38/42

Ile

Ser

Phe

715

Lys

Glu

Ser

Ser

Gly
795

Ile

Gln

700

Arg

Gln

Asn

Gly

Tyr

780

Ile

Ser

685

His

His

Glu

Asn

Ser

765

Pro

Ser

Lys

Gln

Leu

Gly

Gly

750

Asn

Leu

Phe

Leu Ile

Cys Val

Asp Glu

720

Asp Lys

735

Gly Cys

Gly Lys

Phe Asp

Leu Leu
800

Ser Ser Pro Gly Asn Thr Thr val Asn Thr Ala Gln

5

10

15

Ser Asn Ser Gln Asn Gln Gln Ser Asn Ala Ser Ser

25

30

Asn Gly Val Ala Val Ser Ser Gly Pro Ala Val Val

40

45
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Glu

Lys

65

Asn

Ile

val

Asn

Ser

145

Asn

Thr

Pro

Glu

Leu

225

Ser

Tyr

Leu

Glu

50

Gly

Pro

Leu

Lys

Ala

130

Phe

Lys

Leu

His

Ala

210

Leu

Pro

Ala

Asn

Ser

Ile

Leu

Lys

Ser

115

Leu

Asp

Lys

Leu

Asn

195

Glu

Lys

Leu

Asn

Asp
275

His

val

Thr

Asn

100

Asn

Asn

Leu

Lys

Lys

180

vVal

Ile

His

Lys

Leu

260

Asn

Asp

Ser

Ile

85

Asn

Ser

Asp

Tyr

Glu

165

Glu

Leu

Ala

Tyr

Thr

245

Glu

Leu

Pro

Leu

70

Ser

Asp

Lys

Glu

Asn

150

Leu

Gln

Gln

Glu

Lys

230

Leu

Lys

HiS

Leu

55

Leu

Thr

Thr

val

Ile

135

Lys

Gly

Leu

Asn

Thr

215

Gly

Ser

Phe

Leu

Thr

Asn

Thr

Tyr

Ile

120

Lys

Tyr

Gln

Glu

Phe

200

Glu

Leu

Glu

Arg

Gly
280

13/16

vVal

Leu

Glu

Phe

105

Thr

Lys

Lys

Asp

Ser

185

Ser

Asn

val

val

Val

265

Lys

Leu

Gly

Met

90

Asn

Gly

Leu

Leu

Lys

170

Lys

vVal

Thr

Lys

Ser

250

Leu

Lys

Ser

Asn

75

Glu

Asp

Leu

Lys

Lys

155

Met

Leu

Phe

Leu

Tyr

235

Ile

Ser

Lys

Ile

60

Lys

Lys

Asp

Thr

Asp

140

Leu

Gln

Asn

Phe

Glu

220

Tyr

Gln

Lys

Leu

Ser

Thr

Phe

Ile

Glu

125

Thr

Asp

Ile

Ser

Asn

205

Asn

Asn

Thr

Ile

Ser
285

Asn

Lys

Tyr

Lys

110

Thr

Leu

Arg

Lys

Leu

190

Lys

Thr

Gly

Glu

Asp

270

Phe

Asp

val

Glu

95

Gln

Gln

Gln

Leu

Lys

175

Asn

Lys

Lys

Glu

Asp

255

Gly

Leu

Leu

Pro

80

Asn

Phe

Lys

Leu

Phe

160

Leu

Asn

Lys

Ile

Ser

240

Asn

Lys

Ser
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Ser

Lys

305

Glu

Thr

val

Pro

Gln

385

Gly

Glu

Glu

Leu

Asn

465

val

Tyr

Thr

Gly

290

Asn

Ala

val

Arg

Thr

370

Asn

Glu

Ala

Tyr

Lys

450

Asp

Leu

Ile

Leu

Leu

TYY

Leu

val

val

355

Ser

Tyr

Ser

Ile

Asp

435

Lys

Ile

Glu

Ile

Leu
515

His

Thr

Lys

Thr

340

Ser

Gly

Asp

Glu

Ser

420

val

Gln

Leu

Ser

Glu

500

Lys

His

Gly

Ser

325

Pro

Gly

Ser

Glu

Asp

405

vVal

Ile

Ile

Asn

Asp

485

Asp

Ser

Leu

Asn

310

Tyr

Pro

Ser

Leu

Glu

390

Asn

Thr

Tyr

Glu

Ser

470

Leu

Ser

Tyr

Ile

295

Ser

Glu

Gln

Ser

Leu

375

Asp

Asp

Met

Leu

Lys

455

Arg

Met

Phe

Lys

Thr

Pro

Asn

Pro

Gly

360

Thr

Asp

Glu

Asp

Lys

440

Asn

Leu

Gln

Lys

Tyr
520

14/16

Glu

Ser

Phe

Asp

345

Ser

Glu

Ser

Tyr

Asn

425

Pro

Ile

Lys

Phe

Leu

505

Ile

Leu

Glu

Leu

330

val

Thr

Leu

Leu

Leu

410

Ile

Leu

Phe

Lys

Lys

490

Leu

Lys

Lys

Asn

315

Pro

Thr

Lys

Gln

val

395

Asp

Leu

Ala

Thr

Arg

475

His

Asn

Glu

Glu

300

Asn

Glu

Pro

Glu

Gln

380

val

Gln

Ser

Gly

Phe

460

Lys

Ile

Ser

Ser

val

Lys

Ala

Ser

Glu

365

val

Leu

val

Gly

val

445

Asn

Tyr

Ser

Glu

val
525

Ile

Lys

Lys

Pro

350

Thr

val

Pro

Val

Phe

430

Tyr

Leu

Phe

Ser

Gln

510

Glu

Lys Asn

val Asn
320

val Thr
335

Leu Ser

Gln Ile

Gln Leu

Ile Phe
400

Thr Gly
415

Glu Asn

Arg Ser

Asn Leu

Leu Asp

480

Asn Glu
495

Lys Asn

Asn Asp



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

Ile

Lys

545

Lys

Lys

Asn

Leu

Glu

625

Asp

Lys

Ser

Ile

val

705

Glu

Lys

Cys

Lys

530

Tyr

Glu

Thr

Ile

Ile

610

Ala

Lys

Leu

Thr

Glu

690

Lys

Arg

Cys

Asp

Phe

Lys

Lys

Asp

Glu

595

Asn

His

Ile

Ile

Gly

675

Gly

Lys

Glu

val

Ala
755

Ala

AsSp

Phe

Glu

580

Thr

Leu

val

Asp

Asn

660

Leu

Lys

Gln

Glu

Glu

740

Asp

Gln

Asp

Pro

565

Gln

Leu

Lys

Lys

Leu

645

Asp

vVal

Phe

Cys

Cys

725

Asn

Ala

Glu

Leu

550

Ser

Lys

Tyr

Ala

Ile

630

Phe

Asp

Gln

Gln

Pro

710

Lys

Pro

Thr

Gly

535

Glu

Ser

Lys

Asn

Lys

615

Thr

Lys

Thr

Asn

Asp

695

Glu

Cys

Asn

Cys

Ile

Ser

Pro

Glu

Asn

600

Ile

Lys

Asn

Lys

Phe

680

Met

Asn

Leu

Pro

Thr
760

15/16

Ser

Ile

Pro

Ser

585

Leu

Asn

Leu

Pro

Lys

665

Pro

Leu

Ser

Leu

Thr

745

Glu

Tyr

Lys

Thr

570

Lys

val

Asp

Ser

Tyr

650

Asp

Asn

Asn

Gly

Asn

730

Cys

Glu

Tyr

Lys

555

Thr

Phe

Asn

Cys

Asp

635

Asp

Met

Thr

Ile

Cys

715

Tyr

Asn

Asp

Glu

540

val

Pro

Leu

Lys

Asn

620

Leu

Phe

Leu

Ile

Ser

700

Phe

Lys

Glu

Ser

Lys

Ile

Pro

Pro

Ile

605

vVal

Lys

Glu

Gly

Ile

685

Gln

Arg

Gln

Asn

Gly
765

val

Lys

Ser

Phe

590

Asp

Glu

Ala

Ala

Lys

670

Ser

His

His

Glu

Asn

750

Ser

Leu

Glu

Pro

575

Leu

Asp

Lys

Ile

Ile

655

Leu

Lys

Gln

Leu

Gly

735

Gly

Ser

Ala

Glu

560

Ala

Thr

Tyr

Asp

Asp

640

Lys

Leu

Leu

Cys

Asp

720

Asp

Gly

Arg
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Lys Lys Ile Thr Cys Glu Cys Thr Lys Pro Asp Ser Tyr Pro Leu Phe
770 775 780

Asp Gly Ile Phe Cys Ser Ser Ser Asn Val
785 790
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REIVINDICAGOES

1. Uma composicdo caracterizada por compreender:

(a) um fragmento p83/30 purificado da proteina gpl90/MSP-1
de Plasmodium sem sequéncias heterdlogas, e

(b) um fragmento p38/42 purificado da proteina gpl90/MSP-1

de Plasmodium sem sequéncias heterdlogas.

2. Composicgdo de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizada por o componente (a) ser um fragmento p83/30

de uma cepa F de Plasmodium.

3. Composicdo de acordo com a reivindicagcdo 1 ou 2,
caracterizada por o componente (b) ser um fragmento p38/42

de uma cepa F de Plasmodium.

4. Composicdo de acordo com a reivindicacdo 1 ou 2,
caracterizada por o componente (b) ser um fragmento p38/42
de uma cepa heterdloga de Plasmodium, por exemplo, uma cepa

D.

5. Composicdo de acordo com qualgquer uma das reivindicacdes
de 1 a 4, caracterizada por os componentes (a) e (b)
estarem presentes em quantidades aproximadamente

equimolares.
6. Composicdo de acordo com qualquer uma das reivindicacdes
de 1 a 5, caracterizada por os componentes (a) e (b) serem

polipeptideos recombinantes.

7. Composicdo de acordo com qualquer uma das reivindicacgdes
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de 1 a 6, caracterizada por ter uma pureza de pelo menos

95%, preferivelmente de pelo menos 97,5%.

8. Composicdo de acordo com qualquer uma das reivindicacdes
de 1 a 7, caracterizada por ter o conteudo dos produtos de
degradacdo de menos de 30%, preferivelmente com menos de

20%.

9. Uma preparacédo farmacéutica caracterizada por
compreender a composic¢do reivindicada de acordo com
qualquer uma das reivindicacgBes de 1 a 8 e wveiculos

farmaceuticamente aceitdveis, diluentes e/ou adjuvantes.

10. Preparacdo farmacéutica de acordo com a reivindicacdo

9, caracterizada por ser uma vacina.

11. Um processo para producdo da composicdo reivindicada de
acordo com qualquer uma das reivindicacdes de 1 a 9,

caracterizado por compreender as etapas:

(a) expressar o fragmento p83/30 da proteina
gpl90/MSP-1 de Plasmodium sem sequéncias heterdlogas

em uma célula hospedeira,

(b) expressar o fragmento p38/42 da proteina
gpl90/MSP-1 de Plasmodium sem sequéncias heterdlogas

em uma célula hospedeira,

(c) recuperar o fragmento p83/30 e o fragmento p38/42

de células hospedeiras,
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(d) combinar opcionalmente os fragmentos p83/30 e
p38/42, e

(e) purificar os fragmentos combinados.

12. Processo de acordo com a reivindicacdo 11,
caracterizado por os fragmentos p83/30 e p38/42 serem

expressos na mesma célula hospedeira.

13. Processo de acordo com a reivindicacéao 11,
caracterizado por os fragmentos p83/30 e p38/42 serem
expressos em diferentes primeira e segunda células

hospedeiras.

14. Um método de acordo com qualgquer uma das reivindicacdes
de 11 a 13, caracterizado por a célula hospedeira ser uma
célula bacteriana, preferivelmente uma célula bacteriana

gram-negativa, mais preferivelmente uma célula de E. coli.

15. Método de acordo com a reivindicacdo 14, caracterizado

por a célula hospedeira ser uma célula W3110Z2 de E. coli.

16. Método de acordo com qualquer uma das reivindicaces 11
e 13 a 15, caracterizado por os fragmentos serem

recuperados separadamente como corpos de inclusédo.
17. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacfes 11
e 13 a 16, caracterizado por os corpos de inclusdo serem

solubilizados separadamente.

18. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 11
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e 13 a 17, caracterizado por os fragmentos solubilizados

serem duplicados separadamente.

19. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacdes de
11 a 18, caracterizado por os fragmentos serem combinados

em quantidades aproximadamente equimolares.

20. Método de acordo com qualgquer uma das reivindicacdes de
11 a 19, caracterizado por os fragmentos combinados serem

purificados por cromatografia de exclusdo de tamanho.

21. Uma composicdo <caracterizada por compreender um
fragmento p83/30 purificado da proteina gpl90/MSP-1 de uma

cepa F de Plasmodium.

22. Composicdo de acordo <com a reivindicagdo 21,
caracterizada por o fragmento ndo conter sequéncias

heterdlogas.

23. Uma preparacao farmacéutica caracterizada por
compreender a composicdo de acordo com qualguer uma das
reivindicacBes 21 ou 22 e veiculos farmaceuticamente

aceitdvels, diluentes e/ou adjuvantes.

24. Preparacdo de acordo com a reivindicagcdo 23,

caracterizada por ser uma vacina.
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Xhol

Sacl

pZE23 d 83/30
4899 bp

Spel

MSP-1 [d 83-30]

ColE1 orig | or [f 83-30]

Terminator
Nhel
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FIGURA 3
SEQUENCIAS
SEQ ID NO: 1:
MSP-1F AA 1686
MSP-1F 83/30 AA 872

MKIIFFLCSFLFFIINTQCVTHESYQELVKKLEALEDAVLTGYSLFQKEKMVLKDGANTQVVAKPADAVSTQ
SAKNPPGATVPSGTASTKGAIRSPGAANPSDDSSDSDAKSYADLKHRVQNYLFTIKELKYPELFDLTNHML
TLCDNIHGFKYLIDGYEEINELLYKLNFYFDLLRAKLNDVCANDYCQIPFNLKIRANELDVLKKLVFGYRKPL
DFIKDNVGKMEDYIKKNKTTIANINELIEGSKKTIDQNKNADNEEGKKKLYQAQYDLFIYNKQLQEAHNLISV
LEKRIDTLKKNENIKKLLEDIDKIKIDAEKPTTGVNQILSLRLEKESRHEEKIKEIAKTIKFNIDRLFTDPLELEYY
LREKNKKVDVTPKSQDPTKSVQIPKVPYPNGIVYPLPLTDIHNSLAADNDKNSYGDLMNPHTKEKINEKIIT
DNKERKIFINNIKKQIDLEEKNINHTKEQNKKLLEDYEKSKKDYEELLEKFYEMKFNNNFNKDVVDKIFSARY
TYNVEKQRYNNKFSSSNNSVYNVQKLKKALSYLEDYSLRKGISEKDFNHYYTLKTGLEADIKKLTEEIKSS
ENKILEKNFKGLTHSANASLEVSDIVKLQVQKVLLIKKIEDLRKIELFLKNAQLKDSIHVPNIYKPQNKPEPYY
LIVLKKEVDKLKEFIPKVKDMLKKEQAVLSSITQPLVAASETTEDGGHSTHTLSQSGETEVTEETEETVGHT
TTVTITLPPKEVKVVENSIEHKSNDNSQALTKTVYLKKLDEFLTKSYICHKYILVSNSSMDQKLLEVYNLTPE
ENELKSCDRLDLLFNIQNNIPAMYSLYDSMNNDLQHLFFELYQKEMIYYLHKLKEENHIKKLLEEPKQITG

SEQ ID NO: 2:

MSP-1D 83/30 - AA 893 (2 substituig¢des AA na posigdo 611E - K e
866Q — H)

MVTHESYQELVKKLEALEDAVLTGYSLFQKEKMVLNEEEITTKGASAQSGASAQSGASAQSGASAQSGA
SAQSGASAQSGTSGPSGPSGTSPSSRSNTLPRSNTSSGASPPADASDSDAKSYADLKHRVRNYLFTIKE
LKYPELFDLTNHMLTLCDNIHGFKYLIDGYEEINELLYKLNFYFDLLRAKLNDVCANDYCQIPFNLKIRANEL
DVLKKLVFGYRKPLDNIKDNVGKMEDYIKKNKTTIANINELIEGSKKTIDQNKNADNEEGKKKLYQAQYDLSI
YNKQLEEAHNLISVLEKRIDTLKKNENIKKLLDKINEIKNPPPANSGNTPNTLLDKNKKIEEHEEKIKEIAKTIK
FNIDSLFTDPLELEYYLREKNKKVDVTPKSQDPTKSVQIPKVPYPNGIVYPLPLTDIHNSLAADNDKNSYGD
LMNPHTKEKINEKIITDNKERKIFINNIKKKIDLEEKNINHTKEQNKKLLEDYEKSKKDYEELLEKFYEMKFNN
NFDKDVVDKIFSARYTYNVEKQRYNNKFSSSNNSVYNVQKLKKALSYLEDYSLRKGISEKDFNHYYTLKT
GLEADIKKLTEEIKSSENKILEKNFKGLTHSANGSLK
(VSDIVKLQVQKVLLIKKIEDLRKIELFLKNAQLKDSIHVPNIYKPQNKPEPYYLIVLKKEVDKLKEFIPKVKDM
LKKEQAVLSSITQPLVAASETTEDGGHSTHTLSQSGETEVTEETEETEETVGHTTTVTITLPPTQPSPPKEV
KVVENSIEHKSNDNSQALTKTVYLKKLDEFLTKSYICHKYILVSNSSMDQKLLEVYNLTPEEENELKSCDPL
DLLFNIQNNIPAMYSLYDSMNNDLQHLFFELYQKEMIYYLHKLKEENHIKKLLEEQKQITGTS
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FIGURA 3 (CONTINUAGZO)

SEQID NO: 3:
MSP 1F 38/42 AA 808

TSSTSSPGNTTUNTAQSATHSNSQNQQSNASSTNTQNGVAVSSGPAVVEESHDPLTVLSISNDLKGIVSL

LNLGNKTKVPNPLTISTTEMEKFYENILKIMIPIFNDDIKQFVKSNSKVITGLTETQKNALNDEIKKLKDTLQLS
FDLYNKYKLKLDRLFNKKKELGQDKMQIKKL TLLKEQLESKLNSLNNPHNVLQNFSVFFNKKKEAEIAETE

NTLENTKILLKHYKGLVKYYNGESSPLKTLSEVSIQTEDNYANLEKFRVLSKIDGKLNDNLHLGKKKLSFLSS
GLHHLUITELKEVIKNKNYTGNSPSENNKKVNEALKSYENFLPEAKVTTVVTPPQPDVTPSPLSVRVSGSSG

STKEETQIPTSGSLLTELQQVVQLQNYDEEDDSLVVLPIFGESEDNDEYLDQVVTGEAISVTMDNILSGFEN
EYDVIYLKPLAGVYRSLKKQIEKNIFTFNLNLNDILNSRLKKRKYFLDVLESDLMQFKHISSNEYIIEDSFKLLN
SEQKNTLLKSYKYIKESVENDIKFAQEGISYYEKVLAKYKDDLESIKKVIKEEKEFPSSPPTTPPSPAKTDEQ

KKESKFLPFLTNIETLYNNLVNKIDDYLINLKAKINDCNVEKDEAHVKITKLSDLKAIDDKIDLFKNPYDFEAIK

KLINDDTKKDMLGKLLSTGLVQNFPNTIISKLIEGKFQDMLNISQHQCVKKQCPQNSGCFRHLDEREECKC

LLNYKQEGDKCVENPNPTCNENNGGCDADAKCTEEDSGSNGKKITCECTKPDSYPLFDGIFCSSSNFLGI

SFLLILMLILYS

SEQ ID NO: 4:
MSP-1D 38/42 AA 794

MSSTSSPGNTTWNTAQSATHSNSQNQQSNASSTNTQNGVAVSSGPAVVEESHDPLTVLSISNDLKGIVSL
LNLGNKTKVPNPLTISTTEMEKFYENILKNNDTYFNDDIKQFVKSNSKVITGLTETQKNALNDEIKKLKDTLQ
LSFDLYNKYKLKLDRLFNKKKELGQDKMQIKKL TL LKEQLESKLNSLNNPHNVLQNFSVFFNKKKEAEIAE
TENTLENTKILLKHYKGLVKYYNGESSPLKTLSEVSIQTEDNYANLEKFRVLSKIDGKLNDNLHLGKKKLSFL
SSGLHHLITELKEVIKNKNYTGNSPSENNKKVNEALKSYENFLPEAKVTTVVTPPQPDVTPSPLSVRVSGS
SGSTKEETQIPTSGSLLTELQQVVQLQNYDEEDDSLVVLPIFGESEDNDEYLDQVVTGEAISVTMDNILSG
FENEYDVIYLKPLAGVYRSLKKQIEKNIFTFNLNLNDILNSRLKKRKYFLDVLESDLMQFKHISSNEYIIEDSF
KLLNSEQKNTLLKSYKYIKESVENDIKFAQEGISYYEKVLAKYKDDLESIKKVIKEEKEKFPSSPPTTPPSPA
KTDEQKKESKFLPFLTNIETLYNNLVNKIDDYLINLKAKINDCNVEKDEAHVKITKLSDLKAIDDKIDLFKNPY
DFEAIKKLINDDTKKDMLGKLLSTGLVQNFPNTIISKLIEGKFQDMLNISQHQCVKKQCPENSGCFRHLDER

EECKCLLNYKQEGDKCVENPNPTCNENNGGCDADATCTEEDSGSSRKKITCECTKPDSYPLFDGIFCSS
SNv*
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RESUMO

“COMPOSIGOES, PREPARAGOES FARMACEUTICAS, PROCESSO PARA

5 PRODUCAO DA COMPOSIGAO E METODO”

A presente invencdo refere-se a uma vacina recombinante

10 contra maldria e um método para sua producgdo.
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