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(57) Resumo: PURIFICAGAO DE ANTIGENOS BACTERIANOS.
Séo apresentados métodos de isolamento de fimbrias e de estruturas
semelhantes a fimbria a partir de bactérias gram-positivas, incluindo
Streptococcus pneumoniae, e composigées que incluem essas
fimbrias isoladas. Essas composigbes sdo Uteis como composicoes
imunogénicas para a produgdo de anticorpos e imunoestimulagéo.
Também sédo apresentados métodos de inibicdo de Streptococcus
pheumoniae e métodos de identificagdo de inibidores de Streptococcus
pheurnoniae.
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PURIFICACAO DE ANTIGENOS BACTERIANOS

Referéncia Cruzada Com Pedidos Relacionados

Este pedido reivindica o beneficio do Pedido U.S.
Provisdério N° de Série 60/774.450, depositado em 17 de
fevereifo de 2006, cujo contetdo é aqui incorporado por
referéncia em sua totalidade.
Campo Da Invengao

A presente invengdo esta relacionada as fimbrias
obtidas de bactérias gram-positivas, incluindo
Streptococcus pneumoniae, métodos de produgdo e isolamento
das fimbrias, e ao uso das fimbrias para a indugdo de uma
resposta imunoldgica contra bactérias gram-positivas. A

presente invengao também fornece, inter alia, métodos de

"~ deteccdo de infecgdo bacteriana gram-positiva, métodos. de

tratamento de infecg¢do bacteriana gram-positiva, e métodos

de identificacdo de inibidores de fimbrias bacterianas
gram-positivas que se ligam a um substrato. Também sao

fornecidos anticorpos que se ligam as fimbrias.

Fundamentos Da Invengao

A bactéria gram-positiva Streptococcus pneumoniae
(também conhecida como pneumococo) é uma causa importante
de morbidade e mortalidade em todo o mundo, & representa um
dos quatro principais responsaveis por mortes em doengas
infecciosas, junto com HIV, maliaria e tuberculose (1-5). E

uma causa importante de infec¢des ~do trato respiratério-

como, por exemplo, otite média, sinusite e pneumonia
adquirida na comunidade, mas também é um patdgeno
importante em doenc¢as invasivas como, por exemplo,
septicemia e meningite. Embora © pheumococo seja um

patdégeno devastador, ele também coloniza de forma
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inofensiva em um grau elevado criancas saudaveis que
freqientam creches (6, 7). Um fator de viruléncia
importante na doenga pneumocdcica é a capsula
polissacaridica, pela qual os pneumococos sdo agrupados em
pelo menos noventa sorotipos diferentes (8). Outros fatores
genéticos, por exemplo, CbpA (proteina A de ligagdo de
colina) e pneumolisina, foram descritos como sendo
importantes para a viruléncia (9-11) .

A infecgdo por S. pneumoniae leva a uma doenga
invasiva desencadeada pela colonizagao inicial da
nasofaringe, mas os mecanismos de adesdo ndo sdo bem
compreendidos. A adesao in vitro de pneumococos
encapsulados é bem menor do que dos derivados nao
encapsulados ndo virulentos (4), embora a expressdo da
cadpsula seja essencial para a colonizacdo bem sucedida das
vias aéreas superiores. Essas observaglSes sugerem que, in
vivo, os pneumococos sdo adesivos, apesar da produgdo de
uma cipsula espessa (5).

Em outras bactérias gram-positivas, por exemplo,

Corynebacterium diphtheriae (12, 13), Actinomyces spp. (14)

e, recentemente, estreptococos do grupo A (GAS) e
estreptococos do grupo B (GBS) (15, 16), estruturas de
sﬁperficie semelhantes a fimbrias por microscopia
eletrdnica foram identificadas e caracterizadas

geneticamente, bem como bioquimicamente (12, 13, 15, 16) .
Em Actinomyces spp., denes de fimbrias do tipo 1 medeiam a
ades3o as superficies dentdrias e mucosas (17). No entanto,
hi necessidade de dados funcionais sobre o papel e a fungéao
fisioldégicos na doenga infecciosa de fimbrias ém

Streptococcus Spp. patogénico.
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Fimbrias gram-positivas sdo polimeros prolongados
formados por uma reagdo de transpeptidase gque envolve
proteinas de subunidades de entrecruzamento covalente que
contém padrdes de aminodcidos especificos, que sdo montados
por sortases especificas. Sortases também s3o responsaveis
por adesdo covalente das fimbrias & parede celular de
peptidoglicano.

Sumidrio Da Invengdo

A presente especificagdo descreve, inter alia, ©
isolamento e a caracterizagdo de fimbrias da bactéria gram-
positiva  Streptococcus pneumoniae. As fimbrias tém
participacdo na patogénese de S. pneumoniae e de outras
bactérias gram-positivas, e sdo Gteis, inter alia, em
métodos de tratamento e imunizagdo contra infecgdes
bacterianas gram-positivas.

Em alguns aspectos, a especificagcdo fornece fimbrias
bacterianas gram-positivas isoladas, por exemplo, fimbrias
de Streptococcus pneumoniae, fimbrias de estreptococos do
grupo A (GAS) ou fimbrias de estreptococos do grupo B
(GBS) . Em algumas modalidades, as fimbrias compreendem pelo
menos uma de uma proteina RrgA de S. pneumoniae, uma
proteina RrgB de S. pneumoniae € uma proteina RrgC de S.
pneumoniae, por exemplo, um polipeptideo que possui a
seqiiéncia de aminoacidos do ID. DE SEQ. N°: 2, ID. DE SEQ.
N°: 4 ou ID. DE SEQ. N°: 6, ou uma forma processada desta.
Em algumas modalidades, as fimbrias isoladas possuem um
peso molecular de cerca de 1 x 10° a 1 x 10’ Da ou, em
algumas modalidades, de 2 x 10° a 3 X 10° Da. Em algumas
modalidades, as fimbrias isoladas possuem um comprimento de

filamento de cerca de 0,1 a 2 pm (por exemplo, cerca de
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0,1, 0,2, 0,5, 1, 1,5 ou 2 pm) . Em algumas modalidades, as
fimbrias isoladas possuem um di@metro de cerca de 10 nm
(por exemplo, cerca de 8, 9, 10, 11 ou 12 nm). Em algumas
modalidades, as fimbrias isoladas compreendem trés
protofilamentos.

Em algumas modalidades, as fimbrias sdo separadas das
células por digestdo enzimatica (por exemplo, com uma ou

mais enzimas liticas como, por exemplo, peptidoglicano

hidrolases (por exemplo, mutanolisina, lisostafina e
lisozima)) . Em algumas modalidades, as fimbrias sao
separadas das células por cisalhamento mecénico (por

exemplo, por ultrassonificacdo) . Em algumas modalidades, as
fimbrias sdo separadas das células por diminuigdo ou
inibicdo da atividade de SrtA. Em algumas modalidades, as
fimbrias s3o separadas das células por tratamento das
células com um composto que interfere com a integridade da
parede celular (por exemplo; um antibidético). Em algumas
modalidades, as fimbrias sio substancialmente livres de
células bacterianas. Em algumas modalidades, as fimbrias
s3o substancialmente livres de peptidoglicanos. Em algumas
modalidades, a especificagdo apresenta métodos de produgao
das fimbrias bacterianas gram-positivas isoladas (por
exemplo, fimbrias de S. pneumoniae), em dJue OS métodos
incluem a exposigdo de uma célula bacteriana que produz
fimbrias bacterianas gram-positivas (por exemplo, fimbrias
de S. pneumoniae) a digestdo enzimatica ou ao cisalhamento
mecanico, e o isolamento das fimbrias da célula.

Em alguns aspectos, a especificagao apresenta
composi¢des imunogénicas que compreendem uma ou mais das

fimbrias bacterianas gram-positivas isoladas (por exemplo,
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fimbrias de S. pneumoniae) .

Em alguns aspectos, a especificagdo apresenta métodos
de isolamento de fimbrias bacterianas gram-positivas (por
exemplo, fimbrias de S. pneumoniae, GAS ou GBS), em gue Os
métodos compreendem a separagao de fimbrias de células
bacterianas que produzem fimbrias bacterianas gram-
positivas (por exemplo, células bacterianas gram-positivas
ou células bacterianas transformadas para a produgdo de
fimbrias gram-positivas), e o isolamento das fimbrias das
células. Em algumas modalidades, as fimbrias sdo separadas
das células por digestdo enzimatica (por exemplo, com uma
ou mais enzimas liticas como, por exemplo, peptidoglicano
hidrolases (por exemplo, mutanolisina, lisostafina e
lisozima)). Em algumas modalidades, as fimbrias sao
separadas das células por cisalhamento mecdnico (por
exemplo, por ultrassonificacdo). Em algumas modalidades, as
fimbrias s3o separadas das células por diminuigdo ou
inibicdo da atividade de SrtA. Em algumas modalidades, as
fimbrias s3o separadas das células por tratamento das
células com um composto que interfere com integridade da
parede celular (por exemplo, um antibiético). Em algumas
modalidades, o isolamento compreende uso de uma

centrifugagdo por gradiente de densidade. Em algumas

modalidades, o) isolamento compreende a redugdo da
polidispersibilidade, por exemplo, a separagdao dos
componentes por tamanho, por exemplo, com o uso de

cromatografia por filtragdo em gel. Em algumas modalidades,
o isolamento inclui uma ou mais etapas de cromatografia,
por exemplo, cromatografia  por filtragao em gel,

cromatografia por troca idnica, cromatografia de fase
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reversa ou cromatografia por afinidade. Em algumas
modalidades, o método ainda compreende uma ou mais etapas
de concentracgao.

Em alguns aspectos, a especificagdo  apresenta
anticorpos que se ligam especificamente a uma fimbria

bacteriana gram-positiva isolada (por exemplo, uma fimbria

de S. pneumoniae). Em algumas modalidades, ©os anticorpos
sdo anticorpos monoclonais, anticorpos policlonais,
anticorpos quiméricos, anticorpos humanos, anticorpos

humanizados, anticorpos de cadeia simples ou fragmentos
Fab. Em algumas modalidades, os anticorpos sdo marcados,
por exemplo, com uma enzima, um radioisétopo, uma toxina,
um agente de contraste (por exemplo, uma particula de ouro)
ou um fluordforo. Em algumas modalidades, Os anticorpos se
ligam preferencialmente a uma fimbria de S. pneumoniae ou a
um fragmento desta, comparada com a ligagdo dos anticorpos
as proteinas individuais que constituem a fimbria. Em
algumas modalidades, os anticorpos se ligam
preferencialmente a um complexo de fimbrias, comparada com
a ligacdo do anticorpo a uma proteina da fimbria gque ndo
estd em complexo selecionada do grupo que consiste em RrgA,
RrgB e RrgC. Em algumas modalidades, os anticorpos ndo se
ligam especificamente a RrgA, RrgB ou RrgC que ndo estao em
complexo.

Em alguns aspectos, a especificagdo apresenta métodos
de inducdo de uma resposta imunoldégica contra uma bactéria
gram-positiva (por exemplo, S. pneumoniae), em dque OS
métodos incluem a administracdo de uma quantidade eficaz de
fimbrias bacterianas gram-positivas, por exemplo, fimbrias

de S. pneumoniae (por exemplo, fimbrias isoladas de S.
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pneumoniae), a um individuo, por exemplo, um ser humano ou
um animal ndo humano.

Em alguns aspectos, a especificagdo apresenta métodos
de deteccdo de uma infecgdo bacteriana gram-positiva (por
exemplo, uma infecgdao por S. pneumoniae) em um individuo,
por exemplo, um ser humano, em dJue OS métodos incluem O
teste de uma amostra do individuo, por exemplo, soro ou
escarro, para evidenciar a presencga de fimbrias bacterianas
gram-positivas (por exemplo, fimbrias de S. pneumoniae). Em
algumas modalidades, a evidéncia da presenga de fimbrias
bacterianas gram-positivas (por exemplo, fimbrias de S.
pneumoniae) & fornecida pela presenca de um anticorpo para
fimbrias bacterianas gram-positivas (por exemplo, fimbrias
de S. pneumoniae). Em algumas modalidades, o anticorpo se
liga preferencialmente a um complexo de fimbrias, comparada
com a ligagdo do anticorpo a uma proteina da fimbria que
nio estid em complexo (por exemplo, RrgA, RrgB e RrgC) . Em
algumas modalidades, o] anticorpo nao se liga
especificamente a uma proteina da fimbria que ndo esta em
complexo (por exemplo, RrgA, RrgB ou RrgC) .

Em alguns aspectos, a especificagdo apresenta métodos
de detecgdo de uma infecgdo bacteriana gram-positiva, por
exemplo, de wuma infecgdo por S. pneumoniae, em um
individuo, em que os métodos incluem o contato de uma
amostra com um agente (por exemplo, um anticorpo) que se
liga especificamente a uma fimbria bacteriana gram-
positiva, por exemplo, uma fimbria de S. pneumoniae, € a
deteccdo da ligagdo do agente a um componente da amostra.
Em algumas modalidades, o anticorpo se liga

preferencialmente a um complexo de fimbrias, comparada com



10

15

20

25

30

8/136

a ligagdo do anticorpo a uma proteina da fimbria que nao
estd em complexo (por exemplo, Rrga, RrgB e RrgC). Em
algumas modalidades, o} anticorpo nao se liga
especificamente a uma proteina da fimbria que ndo esta em
complexo (por exemplo, RrgA, RrgB ou RrgC) .

Em alguns aspectos, a especificagdo apresenta métodos
de tratamento de um individuo (por exemplo, um individuo
humano) que possui ou com suspeita de ter uma infecgdo por
pactérias gram-positivas (por exemplo, S. pneumoniae), €m
que os métodos incluem a administracdo ao individuo de uma
quantidade eficaz de um agente que se liga especificamente
a fimbrias gram-positivas. Em algumas modalidades, o agente
& um anticorpo (por exemplo, um anticorpo monoclonal, um
anticorpo policlonal, um anticorpo quimérico, um anticorpo
humano, um anticorpo humanizado, um anticorpo de cadeia
simples ou um fragmento Fab). Em algumas modalidades, ©
agente (por exemplo, um anticorpo) blogueia a adesdo ou a
ligagdo de bactérias gram-positivas as células como, por
exemplo, células hospedeiras. As células podem ser células
epiteliais; por exemplo, células dos epitélios do pulmdo ou
da nasofaringe. Em algumas modalidades, © anticorpo se liga
preferencialmente a uma fimbria de S. pneumoniae ou a um
fragmento desta, comparado com as proteinas individuais que
constituem a fimbria. Em algumas modalidades, O agente (por
exemplo, um anticorpo) se liga especificamente a uma ou
mais proteinas de fimbrias de S. pneumoniae, por exemplo,
RrgA, RrgB ou RrgC (por exemplo, um ou mais polipeptideos
que possuem a sequéncia de aminodcidos dos IDS. DE SEQ.
N°S: 2, 4 ou 6, ou formas processadas de qualquer um

destes). Em algumas modalidades, o agente (por exemplo, um
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anticorpo) se liga especificamente a um polipeptideo que
possui os residuos de aminoacidos 316-419 do ID. DE SEQ.
N°: 4. Em algumas modalidades, o agente (por exemplo, um
anticorpo) blogueia pelo menos 50% da adesdo de S.
pneumoniae as células epiteliais pulmonares A549, comparado
com um controle, medida em um ensaio de adesao.

Em alguns aspectos, a especificagdo apresenta métodos
para a determinagdo de um esquema de tratamento para um
individuo (por exemplo, um individuo humano) que possui ou
com suspeita de ter uma infecgdo bacteriana gram-positiva
(por exemplo, por S. pneumoniae), em que os métodos incluem
o0 teste de uma amostra do individuo quanto & presenga de um
anticorpo para fimbrias gram-positivas, e a escolha de um
esquema de tratamento com base na presenga ou auséncia do
anticorpo. O método pode ainda incluir o tratamento do
individuo com um agente antibidético, caso a presenca do
anticorpo ndo seja detectada. O método também pode incluir
o tratamento do individuo com um agente antiinflamatério,
caso a presenga do anticorpo seja detectada.

A especificagdo também apresenta fimbrias gram-
positivas isoladas que incluem polipeptideos que incluem
uma sequéncia de aminodcidos de uma proteina de uma fimbria
gram-positiva (por exemplo, de S. pneumoniae) com até 50
(por exemplo, até 40, 30, 20, 10 ou 5) substituigdes,
inser¢des ou delegdes de aminoacidos. Em algumas
modalidades, as substituicgdes de aminodcidos sdo
substituicdes conservativas de aminodcidos. Em algumas
modalidades, a proteina da fimbria gram-positiva €& RrgA
(por exemplo, ID. DE SEQ. N°: 2), RrgB (por exemplo,‘ID. DE

SEQ. N°: 4) ou RrgC (por exemplo, ID. DE SEQ. N°: 6). Em
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algumas modalidades, os polipeptideos incluem as sequéncias
de aminodcidos de dois ou mais dos IDS. DE SEQ. N°®. 2, 4
ou 6, ou fragmentos imunogénicos de qualquer um destes. Em
algumas modalidades, os polipeptideos incluem as sequéncias
de aminoicidos dos IDS. DE SEQ. N®: 2, 4, e 6, ou
fragmentos imunogénicos de todos esses. A especificagdo
também apresenta fragmentos imunogénicos de fimbrias gram-
positivas isoladas, por exemplo, adqueles que contém
proteinas da fimbria de S. pneumoniae como, por exemplo,
RrgA, RrgB e RrgC (por exemplo, fragmentos imunogénicos dos
IDS. DE SEQ. N°: 2, 4 e 6). Também sd&o apresentados na
especificagao métodos de indugdo de uma resposta
imunolégica contra uma bactéria gram-positiva (por exemplo,
S. pneumoniae), em que os métodos incluem a administragao
de uma quantidade eficaz de uma fimbria gram-positiva
isolada a um individuo, por exemplo, um individuo humano. A
especificagdo também apresenta métodos de produgdo de
fimbrias gram-positivas isoladas por transformagdao de uma
célula hospedeira com um Ou mais &cidos nucléicos
suficientes para produzir as fimbrias, e O isolamento das
fimbrias da célula hospedeira.

Em alguns aspectos, a especificagdo apresenta métodos
de expressdo de um anticorpo antifimbria gram-positiva (por
exemplo, de S. pneumoniae) em uma célula, em que os métodos
incluem a expressdo de um &cido nucléico que codifica o
anticorpo antifimbria gram-positiva na célula.

Em alguns aspectos, a especificagdo apresenta métodos
de purificagdo de bactérias gram-positivas (por exemplo, S.
pneumoniae) de uma amostra que inclui as bactérias gram-

positivas, em que os métodos incluem o fornecimento de uma
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matriz de afinidade que inclui um anticorpo que se liga
especificamente a uma fimbria gram-positiva ligada a um
suporte sdélido; o contato da amostra com a matriz de
afinidade para formar um complexo matriz de
afinidade/bactéria gram-positiva; a separagao do complexo
matriz de afinidade/bactéria gram-positiva do restante da
amostra; e liberacdo da bactéria gram-positiva da matriz de
afinidade.

Em alguns aspectos, a especificagdo apresenta métodos
de 1liberacdo de um agente citotéxico ou um agente
diagnéstico a uma bactéria gram-positiva (por exemplo, S.
pneumoniae), em gue os métodos incluem o fornecimento do
agente citotdéxico ou do agente diagnéstico conjugado a um
anticorpo ou fragmento deste que se liga especificamente a
uma fimbria gram-positiva (por exemplo, de S. pneumoniae);
e a exposigdo da bactéria ao conjugado de anticorpo-agente
ou fragmento-agente.

Em alguns aspectos, a especificagdo apresenta métodos
de identificacdo de moduladores de S. pneumoniae, em dque OS
métodos incluem o contato de uma célula suscetivel a
infecgdo por S. pneumoniae, poOr exemplo, uma célula HEPZ,
uma célula CHO, uma célula HelLa ou uma célula dos epitélios
pulmonares A549, com um composto candidato e S. pneumoniae,
e a determinacdo de se uma atividade de S. pneumoniae, por
exemplo, adesdo a uma célula (por exemplo, uma célula
epitelial pulmonar A549), é& inibida, em que a inibic¢do da
atividade de S. pneumoniae é indicativa de um inibidor de
S. pneumoniae.

Em alguns aspectos; a especificagdo apresenta métodos

de identificacdo de moduladores da ligacdo de fimbrias
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gram-positivas (por. exemplo, de S. pneumoniae), €em que OS
métodos incluem o contato de uma célula animal suscetivel a
ligagdo de fimbrias gram-positivas com um composto
candidato e uma célula bacteriana que possui fimbrias gram-
positivas, e a determinagdo de se a ligagdo da célula
bacteriana a célula animal é inibida, em que a inibig¢do da
atividade de ligagdo é indicativa de um inibidor de ligagdo
de fimbrias gram-positivas.

Em alguns aspectos, a especificagdo apresenta métodos
de identificacdo de moduladores da ligacdo de fimbrias
gram-positivas (por exemplo, de S. pneumoniae), em que 65
métodos incluem o contato de uma célula suscetivel a
ligacdo de fimbrias gram-positivas com um composto
candidato e fimbrias gram-positivas, e a determinagdo de se
a ligacdo das fimbrias a célula é inibida, em dque a
inibicdo da atividade de 1ligagdo & indicativa de um
inibidor de ligacdo de fimbrias gram-positivas.

Em alguns aspectos, a especificagéo apresenta métodos
de identificacdo de moduladores da ligagdo de fimbrias
gram-positivas (por exemplo, de S. pneumoniae), o referido
método compreendendo o contato de uma célula suscetivel a
ligagdo de fimbrias gram-positivas com um cComposto
candidato e uma proteina da fimbria gram-positiva ou
fragmento de ligagdo celular desta, e a determinagdo de se
a ligagdo da proteina da fimbria ou de fragmento desta a
célula é inibida, em que a inibigdo da atividade de ligagao
& indicativa de um inibidor de ligagdo de fimbrias gram-
positivas.

Em alguns aspectos, a especificacgdo apresenta métodos

de identificacdo de moduladores da 1ligagdo de fimbrias
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gram-positivas (por exemplo, de S. pneumoniae), o referido
método compreendendo o contato de uma proteina suscetivel a
ligagdo da fimbria gram-positiva, por exemplo, uma proteina
da matriz extracelular, ou fragmento de ligagdo a4 fimbria
gram-positiva desta, com um composto candidato e uma
fimbria gram-positiva, proteina da fimbria gram-positiva,
ou um fragmento desta, e a determinacdo de se a 1ligagdo
entre as duas proteinas ou fragmentos destas é inibida, em
que a inibigdo da atividade de ligacdo é indicativa de um
inibidor de ligagdo de fimbrias gram-positivas.

A especificagdo também apresenta composigdes
farmacéuticas, imunogénicas e de vacina que incluem
fimbrias bacterianas gram-positivas isoladas (por exemplo,
fimbrias de S. pneumoniae). A especificagdo também
apresenta o uso de fimbrias gram-positivas (por exemplo, de
S. pneumoniae) (ou qualguer um dos polipeptideos ou acidos
nucléicos descritos acima) para a preparagao de uma
composig¢do imunogénica ou uma composigdo de vacina para O
tratamento ou a profilaxia de infecgdo bacteriana gram-
positiva. A especificagdo também apresenta fimbrias gram-
positivas (por exemplo, de S. pneumoniae) (ou qualgquer um
dos polipeptideos ou &acidos nucléicos descritos acima) para
uso em medicina. A especificagdo também apresenta fimbrias
gram-positivas (por exemplo, de S. pneumoniae) (ou qualquer
um dos polipeptideos ou &cidos nucléicos descritos acima)
para uso no tratamento ou na prevengao de infecgado
bacteriana gram-positiva.

A especificagao também apresenta composigdes
farmacéuticas que incluem agentes (por exemplo, anticorpos)

que se ligam especificamente as fimbrias de S. pneumoniae.
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A especificagdo também apresenta O USO de agentes (por
exemplo, anticorpos) que se ligam especificamente as
fimbrias de §. pneumoniae para a preparagdo de um
medicamento para o tratamento ou a profilaxia de infecgédo
por S. pneumoniae. A especificagdo também apresenta tais
agentes para uso em medicina. A especificagdo também
apresenta tais agentes para uso no tratamento ou na
prevengdo de infecgao bacteriana gram-positiva.

A especificagdo também apresenta métodos de isolamento
de fimbrias de Streptococcus pneumoniae, em que OS métodos
incluem a separagdo de fimbrias de células de S. pneumoniae
que produzem fimbrias de S. pneumoniae, por exemplo, TIGR4
de S. pneumoniae, € O isolamento de fimbrias de S.
pneumoniae. Em algumas modalidades, as fimbrias sdo
separadas de células de S. pneumoniae por digestdo
enzimatica (por exemplo, com uma oOu mais enzimas liticas
como, por exemplo, peptidoglicano hidrolases (por exemplo,
mutanolisina, lisostafina e lisozima)) . Em algumas
modalidades, as fimbrias sdo separadas de células de &S.
pneumoniae por cisalhamento mecanico (por exemplo, Ppor
ultrassonificagdo). Em algumas modalidades, as fimbrias sao
separadas de células de S. pneumoniae por diminuigdo ou
inibicdo da atividade de SrtA. Em algumas modalidades, as
fimbrias sdo separadas de células de S. pneumoniae por
tratamento das células com um composto que interfere com
integridade da parede celular (por exemplo, um
antibidético). Em algumas modalidades, os métodos incluem a
degradagdo de acidos nucléicos com uma nuclease. Em algumas
modalidades, os métodos incluem a reducgao da

polidispersibilidade, por exemplo, por separagdo de
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fimbrias de &S. pneumoniae por tamanho com O USO de
cromatografia por filtragdo em gel. Em algumas modalidades,
os métodos incluem uma ou mais etapas de cromatografia, por
exemplo, croﬁatografia por filtragdo em gel, cromatografia
por troca idnica, cromatografia de fase reversa ou
cromatografia por afinidade. Em algumas modalidades, as
células de S. pneumoniae que produzem fimbrias de S.
pneumoniae expressam mais fimbrias do que TIGR4 de S.
pneumoniae.

A menos que definido de forma diferente, todos os
termos técnicos e cientificos aqui utilizados possuem OS
mesmos significados comumente entendidos por aqueles
habilitados na técnica & qual esta invengdo pertence.
Embora métodos e materiais similares ou equivalentes
dqueles aqui descritos possam ser usados na pratica ou
teste da presente invengdo, métodos e materiais adequados
serio descritos abaixo. Todas as publicagles, pedidos de
patentes, patentes e outras referéncias aqui mencionadas
sio incorporadas por referéncia em sua totalidade. Em caso
de conflito, o presente pedido, incluindo definigdes, sera
determinante. Além disso, os materiais, métodos e exemplos
s3o somente ilustrativos e ndo tém a intencdo de limitar a
invencdao.

Os detalhes de uma ou mais modalidades da invencdo sao
apresentados nos desenhos que acompanham a invengdo e na
descricdo abaixo. Outras caracteristicas, objetivos e
vantagens da invengdo ficardo evidentes a partir da
descricdo e dos desenhos, e a partir de modalidades
adicionais abaixo.

Breve Descrigdo Dos Desenhos
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Fig. 1. (A) Coloragao negativa de S. pneumoniae cepa
T4 que mostra fimbrias abundantes na superficie bacteriana.
(B) Colorac¢do negativa de cepa mutante T4A (rrgA-srtD) que
mostra auséncia de fimbrias. (C) Coloragado negativa do
mutante T44A (mgrA) que mostra fimbrias abundantes. (D)
Coloracdo negativa do mutante T44 (rrgA-srtD, nzgrA) que
mostra auséncia de fimbrias na superficie bacteriana. (E)
Marcacdo por imuno-ouro de T4 pela utilizacdo de anti-RrgA.
(F) Marcacdo por imuno-ouro de T4 com anti-RrgB (5 nm) e
anti-RrgC (10 nm) . Demonstrou-se qué anti-RrgB decora todas
as fimbrias (barra, 200 nm). (G) Grande aumento de fimbrias
T4 com marcacdo dupla com anti-RrgB (5 nm) e anti-RrgC (10
nm). Ela mostra marcagao especifica de uma fimbria por
anti-RrgC, como indicado pelas setas (barra, 100 nm). (H)
Marcagdo por imuno-ouro do mutante por eliminagdo de S.
pneumoniae T44A (rrgA-srtD) sem fimbrias visiveis na
superficie detectaveis por anti-RrgB e anti-RrgC (barra,
200 nm) .

Fig. 2. Organizagdo do genoma da ilhota rlrA na cepa
T4 sorotipo 4 (TIGR4), e comparagdo com a cepa de
laboratério R6 de sequéncias disponiveis. A cepa 19F,
ST162%°F, compartilha uma organizagao similar com uma
identidade de seqiéncia global de 98%, enquanto a cepa nao
encapsulada R6 e sua progenitora D39 sdo cepas ilhota de
fimbrias-negativas. Sequéncias de insergao (IS1167)
flanqueiam o lécus em cepas positivas [uma das transposases
& frame-shifted (fs)], enquanto um elemento RUP (unidade de
repetigdo em pneumococo) & identificado na cepa ilhota de
fimbrias-negativa. O tamanho do lécus, além de seu teor

relativo de G+C, é mostrado. A posigédo do regulador
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negativo mgrA €& indicada. E incluida para comparagdao a
organizagdo do genoma das ilhotas que codificam estruturas
de fimbrias em Streptococcus agalactiae e Corynebacterium
diphtheriae.

Fig. 3. (A) Western blot com o uso de um gel de
gradiente de poliacrilamida 4-12% com o anti-soro de RrgB
detecta uma escala de polimeros de alto peso molecular
(HMW) em cepas que expressam fimbrias (T4, T44 (mgra) ,
aT16219F e ST16219FA (mgrA)), enquanto as cepas mutantes
desprovidas de fimbrias (T44 (rrgA-srtD), T4A (rrgA-srtD,
mgra) e ST162FA (rrgA-srtD)) ndo possuem polimeros HMW. 0
mutante mgrA mostra uma intensidade aumentada, quando
comparado com o respectivo tipo selvagem. (B) Western blot
com o anti-soro de RrgB com o uso de um gel de gradiente 4-
12% para D39 desprovida da ilhota, © mutante D39 com a
ilhota rlrA introduzida (D39V (rrgA-srtD)) e seu derivado
por eliminagdo rlrA (D39V(rrgA-srtD) A (rlrA)).

Fig. 4. (A) Aderéncia de D39 e D39V (rrgA-srtD), além

de D39V(rrgA-srtD)A(rlrA), as monocamadas de células
epiteliais pulmonares A549. (B-D) Microscopia por
imunofluorescéncia de D39 (B), D39V (rrgA-srtD) (c) e
D39V (rrgA-srtD) A(rlrA) (D) que aderem as células

epiteliais pulmonares A549. E mostrada a marcagdo de
pneumococos com anticorpo anticapsular (verde) e a
visualizacdo de F-actina epitelial com rodamina (vermelho) .

Fig. 5. (A-E) Ataque intranasal de camundongos C57BL/6
com T4 com fimbrias e seu mutante isogénico por eliminagdo
sem fimbrias T44 (rrgA-srtD). (A e B) Sobrevidé de
camundongos apds inoculagdo com 5 X 10° cfu (dose alta, A)

ou 5 x 10° cfu (dose média, B). A sobrevida foi analisada
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pela utilizagdo do teste log-rank de Kaplan-Meier. (C, E)
Experimentos de infeccdo por competigdo in vivo, em que T4
e seu mutante isogénico T44 (rrgA-srtD) foram misturados em
uma proporgdo de 1l:1, antes da infeccgdo intranasal. O
indice competitivo (CI) foi calculado, como descrito
abaixo; cada circulo representa o CI para um camundongo
individual em cada conjunto de experimentos de competigdo.
Um CI abaixo de 1 indica uma desvantagem competitiva do
mutante em relagdo & cepa do tipo selvagem. Os valores do
CI < 10°% foram ajustados para 10°*. Todos os camundongos
foram colonizados. (C) CI na colonizagao, pneumonia e
bacteremia apdés ataque de dose alta (n = 20). De 20
camundongos, somente 14 apresentaram pneumonia (definida
como bactérias recuperadas dos pulmdes) e 14 apresentaram
pacteremia. (D) CI na colonizagdo apds ataque com dose
média (n = 10). De 10 camundongos, somente 5 apresentaram
pneumonia e apenas 1 apresentou bacteremia. (E) CI na
colonizacdo apds ataqgue com dose baixa (n = 10). De 10
camundongos, somente 4 apresentaram pneumonia e nove
desenvolveram bacteremia. (F) CI na colonizagdo e pneumonia
apbés com infecgdo mista com D39 do tipo selvagem e seu
derivado por insergdo isogénico de ilhota de fimbrias D39V
(rrgA-srtD) ou D39V (rrgA-srtD) A (rlrA) com O gene rlrA
inativado. Um CI acima de 1 indica um ganho de viruléncia
pela presenga da ilhota rirA em D39V (rrgA-srtD).

Fig. 6. Papel da ilhota de fimbrias rlrA na resposta
inflamatéria sistémica do hospedeiro. Os camundongos foram
atacados i.p. com dose de ataque alta (5 x 10° a 2 x 10’
cfu) de T4, ST162*°F e seus mutantes isogénicos T4A (rrgA-

srtD) e ST162*°FA (rrgA-srtD) e mortos em 6 horas apbés a
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infeccdo. (A) Crescimento bacteriano no sangue apds ataque
com dose alta i.p. Sdo mostrados resultados de camundongos
individuais. As linhas horizontais representam as medianas,
e a andlise pelo teste U de Mann-Whitney teste ndo mostra
diferencas significativas (P > 0,05). (B) Resposta sérica
de TNF. Os dados sdo apresentados como médias e SEMs. Foi
estabelecida a significlncia estatistica pelo teste de U
Mann-Whitney (**, P < 0,0001; *, P < 0,001). (C e D)
Resposta de TNF para camundongos individuais
correlacionados com os niveis de bacteremia apds inoculagdo
com T4 e T4A (rrgaA-srtD) (C) ou ST162 e ST1621°FA (rrgaA-
srtD) (D).

Fig. 7. Andlise da resposta de IL-6 para OsS mesmos
ataques i.p. mostrados na Fig. 6. O crescimento bacteriano
no sangue é mostrado na Fig. 6A. (A) Resposta sérica de IL-
6 em 6 horas apds infecgdo. Os dados sdo apresentados como
médias e SEMs (teste U de Mann-Whitney; *, P < 0,0001). (B)
Resposta de IL-6 para camundongos individuais
correlacionada com os niveis de bacteremia apbés inoculagado
com T4 e T4A (rrgA—srtD).

A Fig. 8 & uma analise das proteinas estruturais RrgA
RrgB e RrgC de fimbrias pneumocdcicas T4. 8A & um desenho
esquematico de padrdes previstos encontrados em proteinas
de fimbrias gram-positivas. 8B é& uma ilustragdo de
seqiiéncias de padrdes previstos de fimbrias e E-box em S.
pneumoniae (T4), quando presentes. Sequéncias de padrdes de
fimbrias e E-box de Corynebacterium sp. S3o mostradas para
referéncia (Ton-That e cols., 2004, Mol. Microbiol., 53:
251-261; Ton-That e Schneewind, 2004, Trends Microbiol.,

12: 228-34; Scott e Milner; 2006, Mol. Microbiol., 62: 320-
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330). 8C é um resumo de padrdes encontrados na T4
pneumocdcica RrgA, RrgB e RrgC. 8A e 8C, S: peptideo
sinalizador do terminal N, P: padrdo de fimbria, E: E-box,
C: padr3o de sinalizagdo de triagem da parede celular, M:
trecho hidrofébico e extremidade com carga.

A Fig. 9A revela um gel de poliacrilamida corado com
azul Coomassie que mostra uma auto-associa¢do de proteinas
RrgA e RrgB purificadas.

A Fig. 9B revela um imunoblot que mostra a auto-
associacdo de proteinas RrgA e RrgB purificadas.

A  Fig. 9Cc revela uma série de tragados de
cromatografia por exclusdo de tamanho de proteinas Rrga,
RrgB e RrgC purificadas. Foram observados complexos com
peso molecular maior para RrgA e RrgB.

A Fig. 10A revela um grafico de linhas que mostra a
purificagdo de fimbrias pneumocdcicas T4 nativas, de alto
peso molecular, por gradiente de sacarose.

A Fig. 10B revela um tragado que revela a purificagdo
de fimbrias pneumocécicas T4 nativas, de alto peso
molecular, por cromatografia por exclusdo de tamanho.

A Fig. 10C revela géis de poliacrilamida que mostram
os resultados da purificagdo de fimbrias pneumocécicas T4
nativas, de alto peso molecular. O gel da esquerda mostra
os resultados da coloragdo com prata. O gel da direita
mostra um imunoblot com anticorpo que se liga
especificamente a RrgB. |

A Fig. 11A revela os resultados de uma andlise de
Edmann para determinar a seqiéncia de aminodcidos do
terminal N de proteinas das fimbrias (sublinhadas) ,

comparada com a sequéncia de aminodcidos prevista de RrgB.
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O terminal N das proteinas de fimbrias corresponde ao sitio
de sinal clivagem da peptidase (/) previsto.

A Fig. 11B revela os resultados de uma andlise por
espectroscopia de massa de um digerido triptico de fimbrias
purificadas de alto peso molecular. Uma sequéncia de
peptideo triptico (em italico) de fimbrias de alto peso
molecular (isoladas de um gel de SDS-PAGE) combina com a
seqiéncia de aminodcidos de RrgB prevista (em negrito).

A Fig. 12 mostra bacteremia e mortalidade de
camundongos BALB/C imunizados (IP) com anti-soros para
fimbrias de HMW (50'pl/camundongo) e atacados (IP) com 260
CFU de T4/camundongo. Uma preparagdo de fimbria T4A serviu

como controle negativo. A. Bacteremia em 24 horas pds-

ataque. Circulos = valores de CFU por ml de sangue de
animais ftnicos; barras horizontais = média geométrica de
cada grupo; linha tracejada = limite de deteccdo (ou seja,

nio foram detectados CFUs nas amostras de sangue abaixo da

linha tracejada). B. Evolugdo da mortalidade. Diamantes

dias de sobrevida de animais Gnicos, barras horizontais
mediana de dias de sobrevida de cada grupo; linha tracejada
- ponto final da observagao (ou seja, animais acima da
linha tracejada sobreviveram no ponto final). ctrl =
camundongos que receberam somente o) adjuvante
correspondente mais solugdo salina; antifimbria = anti-

soros para fimbrias purificadas de HMW; anti-soros
*

antifimbria A para controle purificado (fimbria T4A); =P

< 0,05 e ** = P < 0,01, em comparagao com O Jgrupo de
controle correspondente.
A Fig. 13 revela uma série de graficos que mostram Os

resultados da ligagao de proteinas recombinantes
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purificadas (BSA, RrgA, RrgB, RrgC) e fimbrias nativas para
BSA e proteinas da matriz extracelular mucina 1, &cido
hialurédénico, vitronectina, sulfato de condroitina,
lactoferrina, coldgenos I e IV, laminina, fibronectina e
fibrinogénio. BSA serviu como controle negativo. A ligagdo
foi quantificada por ELISA em uma'absorbéncia de 405 nm.

A Fig. 14 revela uma série de graficos de barras que
mostram a inducdo de citocinas inflamatérias TNF-alfa, IL-
12p40 e IL-6 por células mononucleares (PBMC) e mondcitos
do sangue periférico atacadas in vitro com fimbrias
purificadas e uma preparagdo de controle de fimbrias delta.

A Fig. 15 revela uma microfotografia eletrénica de uma
bactéria Streptococcus pneumoniae marcada por imuno-ouro
com um anticorpo especifico para RrgB.

A Fig. 16 revela uma microfotografia eletrdnica de uma
preparagdo de fimbrias purificadas marcada por imuno-ouro
com anticorpos especificos para RrgA (conjugados a
particulas de ouro de 15 nm), RrgB (conjugados a particulas
de ouro de 5 nm) e RrgC (conjugados a particulas de ouro de
10 nm). RrgB é o principal componente da fimbria. RrgA e
RrgC sdo encontradas ao longo do comprimento da fimbria,
RrgA sendo encontrada freqlientemente em agrupamentos.

A Fig. 17 revela uma microfotografia eletrdnica de
fimbriaé purificadas coradas negativamente com d&cido
fosfotGngstico (PTA) e visualizada com um aumento de 5000X.

A Fig. 18 €é um diagrama esquemadtico de analise
estrutural das fimbrias para determinar o didmetro médio
das fimbrias.

A Fig. 19 é um diagrama esquemdtico de analise

estrutural das fimbrias para determinar o volume das
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fimbrias.

A Fig. 20 & um diagrama esquemdtico de um método de
geragcdo de uma representagdo 2D aprimorada de uma fimbria
pela média e filtragdo das microfotografias eletrdnicas das
fimbrias.

A Fig. 21 & um diagrama esquematico de visualizagdes
oD rodadas de uma fimbria gque mostra uma estrutura
helicoidal constituida por trés protofilamentos.

A Fig. 22 é& um diagrama esquemdtico da determinagao de
perfis de densidade através da estrutura da fimbria em duas
posigdes.

A Fig. 23 revela um modelo da estrutura de uma
fimbria. As fimbrias sdo feitas por pelo menos 3
vprotofilamentos” dispostos em uma estrutura coiled-coil
com um didmetro médio de 10,5-11,0 nm e uma inclinac¢ao de
13,2 nm. O didmetro das fimbrias na posig¢do nodal é de 6,8
nm, e cada “protofilamento” possui um didmetro de 3,5 nm.
Descrigdo Detalhada

Os requerentes isolaram e caracterizaram fimbrias de
uma bactéria gram-positiva, Streptococcus  pneumoniae
(também conhecido como pneumococo) . Essas fimbrias foram
identificadas como expressas por TIGR4 de S. pneumoniae, um
isolado clinico capsular do sorotipo 4, cujo genoma foi
seqienciado pelo “The Institute for Genomic Research” (veja
a pagina da Internet tigr.org) . Essas fimbrias sdo
codificadas por uma ilha de patogenicidade, a ilhota rirA,
que estd presente em alguns, mas nio em todos, isolados
clinicos pneumocdcicos. Demonstrou-se que as fimbrias sao
importantes para a aderéncia pneumocdcica as células

epiteliais pulmonares, bem como para a colonizagdao em um
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modelo murideo de infeccdo. Da mesma forma, as fimbrias
também demonstraram afetar o desenvolvimento de pneumonia e
bacteremia em camundongos. Além disso, pneumococos que
expressam fimbria provocaram uma resposta de fator de
necrose tumoral (TNF) maior durante infecgdes sistémicas do
que mutantes isogénicos sem fimbrias, indicando dque as
fimbrias participam da resposta inflamatéria do hospedeiro.
Consequentemente, essa especificagdo apresenta, inter alia,
composi¢des de fimbrias e de proteina de fimbria
bacterianas gram-positivas (por exemplo, de S. pneumoniae)
e uso das mesmas em métodos de tratamento e imunizacgdo
contra infec¢des bacterianas gram-positivas (por exemplo,
de S. pneumoniae) .
Fimbrias De Streptococcus pneumoniae

As fimbrias pneumocécicas s8o codificadas por uma
ilhota rlrA presente em TIGR4 de S. pneumoniae, que contém
3 sortases e 3 genes que codificam proteinas que contém
padrdes LPXTG (rrgA, rrgB e rrgC) . A marcagdo por imuno-
ouro com anticorpos contra as proteinas RrgA, RrgB e RrgC
detectou estruturas filamentosas alongadas na superficie de
S. pneumoniae. Demonstrou-se qué anti-RrgA marca a
superficie da célula bacteriana, o que sugere que RIrgA
ancora a estrutura da fimbria & parede celular. Verificou-
se que anti-RrgB decora toda a fimbria, enquanto anti-RrgC
era concentrada nas pontas das fimbrias. A eliminagdo dos
genes de fimbria eliminou a coloragdo das fimbrias,
enquanto a eliminagdo de um regulador negativo do dperon da
fimbria (mgrA) gerou uma quantidade aumentada de fimbrias
na superficie da célula. A localizacdo da superficie da

célula das fimbrias de S. pneumoniae a torna atrativa como
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antigenos.

As fimbrias foram isoladas até a homogeneidade ou
quase homogeneidade de TIGR4 de S. pneumoniae, € mostraram
massas moleculares que variam de 2 x 10° a 3 x 10° Da. As
fimbrias purificadas estavam presentes como filamentos
alongados com comprimento de até cerca de 1 pym e cerca de
10 nm de didmetro. A marcag¢do por imuno-ouro detectou tanto
as proteinas RrgB quanto as RrgC nas fimbrias isoladas.

Uma seqiiéncia de &acidos nucléicos de rrgA exemplar

(Anotacdo TIGR N° Sp0462) & aqui fornecida:

ATGCTTAACAGGGAGACACACATGARAAAAGTAAGAAAGATATTTCAGAAGGCAGTT
GCAGGACTGTGCTGTATATCTCAGTTGACAGCTTTTTCTTCGATAGTTGCTTTAGCA
GAAACGCCTGAAACCAGTCCAGCGATAGGAAAAGTAGTGATTAAGGAGACAGGCGAA
GGAGGAGCGCTTCTAGGACGATECCGTCTTTGAGCGTTGAAARAACAATACGGATGGCACA
ACTGTTTCGCAAAGGACAGAGCECGCAAACAGGAGAAGCCATATTTTCAAACATAANR
CCTGGGACATACACCTTGACAGAAGCCCAACCTCCAGTTGETTATAAACCCTCTACT
AAACAATGGACTGTTGAAGTTGAGAAGAATGGTCGGACGACTETCCAAGGTGAACAG
GTAGAARATCGAGAAGAGGCTCTATCTGACCAGTATCCACAAACAGGGACTTATCCA
GATGTTCAAACACCTTATCAGATTATTAAGGTAGATCCGTTCCGGAAAAAAACGGACAG
CACAAGGCGTTGAATCCCGAATCCATATGAACGTCTGAT TCCAGAAGGTACACTTTCA
AAGAGAATTTATCAAGTGAATAATTTGGATGATAACCAATATGGAATCGAATTGACG
GTTAGTGGGAAAACAGTGTATGAACAAARAGATAAGTCTEGTGCCGCTGGATGTCGTT
ATCTTGCTCGATAACTCAAATAGTATGAGTAACATTCGARACAAGAATGCTCGACGT
GCGGAAAGAGCTCGTGAGECCACACGTTCTCTTATTGATAAAATTACATCTGATTCA
GAAAATAGGGTAGCGCTTGTGACTTATGCTTCCACTATCTTTGATGGGACCGAGTTT
ACAGTAGAAAAAGGGGTAGCAGATAAAAACGGAAAGCGATTGAATGATTCTCTTTIT
TGGARTTATGATCAGACGAGTTTTACAACCAATACCAAAGATTATAGTTATTTAA@&
CTGACTAATGATAAGAATGACAI?GTAGAATTA&AAAATAAGGTACCTACCGAGGCI
GCT"TGATGAAGGCAGATGAGATTTTGACACAACAAGCGAGACAAAATAGTCAAAhJ
"GTCATTTTCCATATTACGGATGGTGTCCCAACTATGTCGTATCCGATTAATTTTAAQ
4CATGCTACGTTTGCTCCATCATATCAAAATCAACTAAATGCATTTTTTAGTAAATCﬂ
‘CCTAATAAAGATGGAATACTATTAAGTGATTTTATTACGCAAGCAAQTAGTGGAGAP
fCATACAA«TGTACGCGGAGATGGQCAAAGTTACCAGATGTTTACAGATAAGACAGTU
TATGAAARRGGTGCTC TGCAGCTTTCCCAGTTAAACCTGAAAAATATTCTGAAATC
[AAGGCGGCTGGTTATGCAGTTATAGGCGATCCAATTAATGGTGGATATATTTGGCTT
‘AATTGGAGAGAGAGTATTCTGGCTTATCCGTTTAATTCTAATACTGCTAAAATTACC
”GAﬁGGTACTATAACGGGAATATTGCTCCTGATGGGTAI
_GATGTCTTTACGGTAGGTATTGGTATTAACGGAGATCCTGGQACGGATGAAGCAACC
GCTACTAGTTTTATCCAAAGTATTTCTAGTAAACCTGAAAACTATACCAATGTTACE
GACACGACAAAAAEATTGGAACAGTTGAATCGTTATTTCCACACCATCGTAACTGAA
.AAGAAATCAATTGAGAATGGTACGA?TACAGATCCGATGGGTGAGTTAATTGATTTG
CAATTGGGCACAGATGGAAGATTTGATCCAGCAGATTACACTTTAACTGCAAACGAT
GGTAGTCGCTTGGAGAATGGACAAGCTGTAGGTGGTCCACAAAATGATGGTGGTTTG
'TTAAAAAATGCAAAAGTGCTCTATGATACGACTGAGAAAAGGATTCGTGTAACAGGT
JCTGTACCTTGGAACGGATGAAAAAGTTACGTTGACCTACAATGTTCGTTTGAATGAT
GAGTTTGTAAGCAATAAATTTTATGATACCAATGGTCGAACAACCTTACATCCTAAG
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e e e et s - AO AT A AL A LUAT L AT AL AR LL LAUVATCCTAL
GAAGTAGAACAGAACACAGTGCGCGACTTCCCGATTCCTAAGATTCGTGATGTGCE
AAGTATCCAGAAATCACAATTTCAARAGAGAAAAAACTTGGTGACATTGAGTTTAT
AAGGTCAATAAAAATGATAAAAAACCACTCAGAGGTGCCGTCTTTAGTCTTCAAARL
CAACATCCGGATTATCCAGATATTTATGGAGCTATTGATCAAAATGGCACTTATCA
AATGTGAGAACAGETGCAAGATGGTAAGTTGACCTTTARARATCTGTCAGATGGGAR
TATCGATTATTTGAAAATTCTGAACCAGCTGGTTATAAACCCGTTCAAARATAAGCC
ATCGTTGCCTTCCAAATAGTAAATGGAGAAGTCAGAGATGTGACTTCAATCGTTCC
CAAGATATACCAGCGGGTTACGAGTTTACGAATGATAAGCACTATATTACCAATGA
cCTATTCCTCCAAAGAGAGAATATCCTCGAACTGGTGGTATCGGAATGTTGCCATT
TATCTGATAGGTTGCATGATGATGGGAGGAGTTCTATTATACACACGGAAACATCc
TAZ (ID. DE SEQ. N°:i 1)

Uma sequéncia de aminodcidos de Rrgh exemplar (Anotagado

P

TIGR N° SP0462) é aqui fornecida:

-MLNRETHMKKVRKIFQKAVAGLCCISQLTAFSSIVALAETPETSPAIGKVVIKETGE
GGALLGDAVFELKNNTDGTTVSQRTEAQTGEAIFSNIKPGTYTLTEAQPPVGYKPST“
KQWTVEVEKNGRTTVQGEQVENREEALSDQYPQTGTYPDVQTPYQIIKVDGSEKNGQx
<HKALNPMPYERVIPEGTLSKRIYQVNNLDDNQYGIELTV&GKTVYEQKDKSVPLDVVi
ILLDNSNSMSNIRNKNARRAERAGEATRSLIDKITSDSENRVALVIYASTIFDGTEF:
fTVEKGVADKNGKRLNDSLFWNYDQTSFTTNTKDYSYLKLTNDKNDIVELKNKVPTEA
"EDHDGNRLMYQFGATFTQKALMKADEI LTQQARONSQKVIFHITDGVPTMSYPINEN -
HATEA?SYQNQLNAFFSKSPNKDGILLSDFITQATSGEHTIVRGDGQSYQMFTDKTV~
YEKGAPAAFpvxPEKYSEMKAAGYAVIGDPxNGGYIWLNWRESILAYPFNSMTAK:T”
NHGDPTRWYYNGNIAPDGYDVFTVGIGINGDPGTDEATATSFMQSISSKPENYTNVT
DTTKILEQLNRYFHTIVTEKKSIENGTITDPMGELIDLQLGTDGRFDPADYTLTAND
GSRLENGQAVGGPQNDGGLLKNAKVLYDTTEKRIRVTGLYLGTDEKVTLTYNVRLND
EFVSNKFYDTNGRTTLHPKEVEQNTVRDFPIPKIRDVRKYPEITISKEKKLGDIEFI
KVNKNDKKPLRGAVFSLQKQHPDYPDIYGA£DQNGTYQNVRTGEDGKLTFKNLSDGK
YRLFENSEPAGYKPVQNKPIVAFQIVNGEVRDVTSIV?QDIPAGYEFTNDKHYITNE
PIPPKREYPRTGGIGMLPFYLIGCMMMGGVLLYTRKHP (ID. DE SEQ. N°:2)

RrgA contém um padrdo de substrato de sortase YPXTG
(ID. DE SEQ. N°: 8), mostrado em sublinhado no ID. DE SEQ.
N°: 2, acima. Dois supostos dominios da proteina Cna do
tipo B (Deivanayagam & cols., 2000, Structure, 8: 67-78)
foram identificados nos residuos de aminodcidos 62-132 e
751-824 do ID. DE SEQ. N°: 2. Um suposto dominio do fator
de von Willebrand do tipo A foi identificado (Sadler, 1998,
Annu. Rev. Biochem., 67: 395-424; Ponting e cols., 1999, J.
Mol. Biol., 289: 729-4 226-579). Esse dominio do fator de
von Willebrand do tipo A pode estar envolvido nas

propriedades de mediacdo da adesdo celular ou de

sinalizacdo celular de fimbrias de S. pneumoniae.
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Uma sequéncia de &acidos nucléicos de rrgB exemplar

(Anotagdo TIGR N° sp0463) é aqui fornecida:

ATGAAATCAATCAACAAATTTTTAACAATGCTTGCTGCCTTATTACTGACAGCGAGT
AGCCTGTTTTCAGCTGCAACAGTTTTTGCGGCTGGGACGACAACAACATCTGTTACC
GTTCATAAACTATTGGCAACAGATGGGGATATGGATAAAATTGCAAATGAGTTAGAA
ACAGGTAACTATGCTGGTAATAAAGTGGGTGTTCTACCTGCAAATGCAAAAGAAATﬂ
GCCGGTGTTATGTTCGTTTGGACAAATACTAATAATGAAATTATTGATGAAAATGGC
CAAACTCTAGGAGTGAATATTGATCCACAAACATTlAAACTCTCAGGGGCAATGCCG
GCAACTGCAATGAAAAAATTAACAGAAGCTGAAGEAGCTAAATTTAACACGGCAAAT
TTACCAGCTGCTAAGTATAAAATTTATGAAATTCACAGTTTATCAACTTATGTCGGT
TTGAACGATGTTGTGGATGCGCATGTGTATCCAAAAAATACAGAAGCAAAGCCAAAA
ATTGATAAAGATTTCAAAGGTAAAGCAAATCCAGATACACCACGTGTAGATAAAGAT
<ACACCTGTGAACCACCAAGTTGGAGATGTTGTAGAGTACGAAATTGTTACAAAAAET
CCAGCACTTGCTAATTATGCAACAGCAAACTGGAGCGATAGAATGACTGAAGGTTTG
GCATTCAACAAAGGTACAGTGAAAG AACTGTTGATGATGTTGCACTTGAAGCAGGT
GATTATGCTCTAACAGAAGTAGCAACTGGTTTTGATTTGAAATTAACAGATGCTGGT

\TTAGCTAAAGTGAATGACCAAAACGCTGAAAAAACTGTGAAAATCACTTATTCGuCA

ACATTGAATGACAAAGCAATTGTAGAAGTACCAGAATCTAATGATGTAACATTTAAC

TAT@GT@ATAETCCAGATCACGGGAATACTCCAAAGCCGAATAAGCOAAATGAAAAC
GGCGATTTGACATTGACCAACACATGEGTTGATGLTACA CACCAATTCCGGCT
GEAGCTCARGCARCGTTCGATTT PTA&IGCTCAGACLGETRRAGTTGTACA&&fﬁ
GTEACTTTGAC&ACAGRCA&RERTAGAGTTECTETTAACGGATTGCATAAAAATACA
GAATR&AAATTCGETGAACGT%GT%TT7quGGT TCAGCAGATTATCAAGAAATC
ACT., VGO T EEARA AN T T OO T T ARG ARCTOEANOACCAAARTCCARRACTACTT
GATCOAACAGAGCCARARGTTGTTACATATGGT? AWAAGTTTGTCARAGTTAATGAT
AAAGATA%TCGTTTAGCTGGGGCAGhﬁTTTGTAATTGCAAATGCTG&TAATGCTGGT
CA&TATTTAGC&CGTA&AGCAGATMAAGTGA&TCAAGAAGAGhAQCAGTTGGETGTT
.. CCTTTAGATAGAGCAGTTGCTGCTTATAACGCTCTTACTGECACAA -
CAACAAACTCAGCABGAAAAAGAGAAAGTTGAGAAAGCTCA&GCTGCTTRTAATGCT
TGTGAITbCTGCCAACAATGCATTT@AAIGGGTGGCAGATEAGGACAATGAAAAT
GTTGTGAAATT&GTTTCTG&TGCACAAGGTCGCTT?GAAATTAC&GGCCTTCTTGCE

GGTACATETBACTT&GA&GAAA;m- AG ; !
- TCA “QRACTTCTT%ITCAGGGRCTGGAC&AGGCAETGAG

'T&TACTGETGGTTCAGGEEAACATGACGCTA'?r_

hTLLLﬁLAAACGGGTﬁGTﬁTTGGEACAATTATCTTTGCTGT@GCGGGGGCTGGG&TT
ATGGETATTGCAGT GTACGCATATGTTAAABBCBAGARAGATG&GGAECAACTTGLT
TaA (SEQ ID NO:3)

Uma sequéncia de aminodcidos de RrgB exemplar

(Anotagdo TIGR. N° SpP0463) é aqui fornecida:

,MKs1NKFLTMLAALLLTASSLFSAAIVEAAGTTTTSVTVHKLLATDGDMDKIANELE
TGNYAGNKVGVLPANAKE TAGVMFVWINTNNEI IDENGOTLGVNIDPQTFKLSGAMP
ATAMKKLTEAEGAKFNTANLPAAKYKIYEIHSLSTYVGEDGATLTGSKAVPIEIELP
LNDVVDARVYPKNTEAKPKIDKDFKGKANPDTPRVDKDTPYNEOVGDYVEYEIVTKI
PALANYATANWSDRMTEGLAFNKGTVKVTVDDVALEAGDYALTEVATGFDLKLTDAG
LAKVNDONAEKTVKITYSATLNDKAIVEVPESNDVTFNYGNNPDHGNTPKPNKPNEN
GDLTLIKTWVDATCAPI PAGAEATFDLVNAQTGKVVOTVTLT TDKNTVTVNGLDKNT
EYKFVERSIKGYSADYQEITTAGEIAVKNWKDENPKPLDPTEPKVVTYGKKFVKVND
KDNRLAGAEFV:ANADNAGQYLARKADKVSQEEKQLVVTTKDALDRAVAAYNALTAQ
QQTOQEKEKVDKAQAAYNAAVIAANNAFEWVADKDNENVVKLVSDAQGRFPELITGLLA
GTYYLEETKQPAGYALLTSRQKFEVTATSY SATGOGI EYTAGSGKDDATKVVNKKIT -
IPQTGGIGTIIFAVAGAAIMGIAVYAYVKNNKDEDOLA (ID. DE SEQ. N°: 4)
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RgrB contém um padrdo de substrato de sortase IPXTG
(ID. DE SEQ. N°: 9), mostrado em sublinhado no ID. DE SEQ.
N°: 4, acima. Um suposto dominio da proteina Cna do tipo B
(Deivanayagam e cols., 2000, Structure, 8: 67-78) foi

identificado nos residuos de aminodcidos 461-605 do ID. DE

SEQ. N°: 4.

Uma seqiiéncia de &cidos nucléicos de rrgC exemplar
(Anotacdo TIGR N° sp0464) & aqui fornecida:

ATGATTAGTCGTATCTTCTTTGTTATGGCTCTGTGTTTTTCTCTTGTATGGGGTGCA
CATGCAGTCCAAGCGCAAGAAGATCACACGTTGGTCTTGCAATTGGAGAACTATCAG
fGAGGTGGTTAGTCAATTGCCATCTCGTGATGGTCATCGGTTGCAAGTATGGAAGTTG‘
'GATGATTCGTATTCCTATGATGATCGGGTGCAAATTGTAAGAGACTTGCATTCGTGG”
EGATGAGAATAAACTTT TTCTTTCAAAAAGACTTCGTTTGAGATGACCTTCCTTGAG,
3AATCAGATTGAAGTATCTCATATTCCAAATGGTCTTTACTATGTTCGCTCTATTATC

CAGACGGATGCGET T ICT TATCCAGCTGAATTTCTTTTTGAAATGACAGATCAAACG
GTAGAGCCTTTGGTCATTGTAGCGAAAARAACAGATACAATGACARCAARGGTGARG
CTGATARAGETCCATCARGACCACAATCGCTTGGAGGGTGTCGGCT TTAAATTGGTA
TCAGTAGCAAGAGATGTTTCTGAAAAAGAGGTTCCCTTGATTGGAGAATACCGTTAC
AGTTCTTCTGGTCAAGTAGGGAGAACTCTCTATACTGATAARAATGGAGAGATTTTT
GTGACAAATCTTCCTCTTGGGAACTATCGTT TCABGEAGGTGGAGCCACTGGCAGEL,
- TATGCTGTTACGACGCTGGATACGGATGTCCAGCTGGTAGATCATCAGCTGGTGACGE
ATTACGGTTGTCAATCAGAA \CCACGTGGCAATGTTGACTTTATGAAGGTGGAT
GGTCGGACCAATAC][CTCTTCAAGGGGCAA@GTTCAAAGTCATGAAAGAAGAAAGc
‘GGACACTATACTCCTGTTCTTCAAARATGGTARGGAAGTAGTTIGTAACATCAGGGAAA
_GATGGTCGTTTCCGAGTGEAAGGTCTAGAGTATGEGACATACTATT TATGGGAGCTC
CAAGCTCCARCTGGTTATGTTCAATTAACATCGCCTGTTTCCTTTACAATCGGGAAA
GATACTCGTAAGGAACTGGTAACACTCGTTAAAAATAACARGCGACCACGGATTAAT
GTGCCAGATACAGGGGAAGAARCCTTGTATATCTTGATGCTTGTTGCCATTTTGTTG
TTTGGTAGTGGTTATTATCTTACGAAAAAACCAAATAACTGA (ID. DE SEQ. N€:i5)

Uma sequéncia de aminoadcidos de RrgC exemplar

(Anotacdo TIGR. N° SP0464) € aqui fornecida:

;MISRIFFVMALCFSLVWGAHAVQAQEDHTbVLQLENYQEVVSQLPSRDGHRLQVWKL
DSY; JLHSWDENKLSSFKKTSFEMTFLENQIEVSHIPNGLYYVRSII
;QTDAVSYPAEFLFEMTDQTVEpLViVAxKTDTMTTKVKLIKVDQDHNRLEGVGFKLV
‘SVARDVSEKEVPLIGEYRYSSSGQVGRTLYTDKNGEIFVINLPLGNYRFKEVEPLAG
YAVTTLDTDVQLVDHQLVTITVVNQKLPRGNVDFMKVDGRTNTSLQGAMFKVMKEES
GHYTPVLQNGKEVVVTSGKDGRFRVEGLEYGTYYLWELQAPTGYVOLISPVSFTIGK
DTRKELVTVVKNNKRPRIDVPDTGEETLY ILMLVAILLFGSGYYLTKKPNN

(ID. DE SEQ. N°: 6}

Dois supostos dominios da proteina Cna do tipo B

(Deivanayagam e cols., 2000, Structure, 8:67-78) foram

identificados nos residuos de aminodcidos 163-251 e 273-352
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do ID. DE SEQ. N°: 6. RrgC contém um padrdo de substrato de
sortase VPXTG (ID. DE SEQ. N°: 10), mostrado em sublinhado
no ID. DE SEQ. N°: 6, acima.

Outras fimbrias bacterianas gram-positivas

Os métodos e composigdes aqui descritos podem ser
usados com fimbrias de qualquer bactéria gram-positiva.
Foram identificadas proteinas de fimbrias conhecidas e
presumiveis em GAS (por exemplo, Streptococcus pyogenes)
(Mora e cols., 2005, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 102:1
5.641-6), GBS (por exemplo, Streptococcus agalactiae)
(Lauer e cols., 2005, Science, 3093: 105; WO 2006/078318),
Actinomycetes. naeslundii (Yeung e cols., 1998, Infect.
Immun., 66: 148-291), Corynebacterium diphtheriae (Ton-That
e cols., 2003, Mol. Microbiol., 50: 1.429-38; Ton-That e
Schneewind, 2004, Trends. Microbiol., 12: 228-34),
Clostridium perfringens e Enterococcus faecalis.

Fimbrias de outras bactérias gram-positivas podem ser
usadas nos métodos e composi¢des aqui descritos. Essas
bactérias gram-positivas incluem, sem limitacgao,
firmicutes, tais como aqueles dos géneros Streptococcus
(por exemplo, S. pneumoniae, S. agalactiae, S. pyogenes, S.
suis, S. zooepidemicusa, S. viridans, S. mutans, S.
gordonii, S. equi), Bacillus (por exemplo, B. anthracis, B.
cereus, B. subtilis), Listeria (por exemplo, L. innocua, L.
monocytogenes), Staphylococcus (por exemplo, S. aureus, S.
epidermidis, S. caprae, S. saprophyticus, S. lugdunensis,
S. schleiferi), Enterococcus (por exemplo, E. faecalis, E.
faecium), Lactobacillus, Lactococcus (por exemplo, L.
lactis), Leuconostoc (por exemplo, I.. mesenteroides),

Pectinatus, Pediococcus, Acetobacterium, Clostridium (por
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exemplo, C. botulinum, C. difficile, C. perfringens, C.

tetani), Ruminococcus (por exemplo, R. albus),
Heliobacterium, Heliospirillum e Sporomusa; e
actinobactérias, tais como aquelas dos géneros

Actinomycetes (por exemplo, A. naeslundii), Corynebacterium
(por exemplo, C. diphtheriae, C. efficiens), Arthrobacter,
Bifidobacterium (por exemplo, B. longum) , Frankia,

Micrococcus, Micromonospora, Mycobacterium (por exemplo, M.

tuberculosis, M. leprae, M bovis, M. africanum, M.
microti), Nocardia (por exemplo, N. asteroides),
Propionibacteriun e Streptomyces (por exemplo, S.

somaliensis, S. avermitilis, S. coelicolor) .
Fimbrias isoladas

Fimbrias gram-positivas isoladas (por exemplo, de S.
pneumoniae) e outras estruturas semelhantes a fimbria que
incluem proteinas de fimbrias gram-positivas (por exemplo,
RrgA, RrgB e RrgC), ou fragmentos ou variantes destas,
podem ser wusadas nos métodos aqui descritos e como
antigenos em composigdes imunogénicas para a produgdo de
anticorpos e/ou a estimulagdo de uma resposta imunoldgica
em um individuo. Fimbrias que incluem variantes de
proteinas de fimbria gram-positiva também podem ser usadas
nos métodos aqui descritos e como antigenos em composigdes
imunogénicas para a produgdo de anticorpos e/ou a
estimulacdo de uma resposta imunoldgica em um individuo. Um
polipeptideo de uma semelhante a fimbria gram-positiva (por
exemplo, de S. pneumoniae) due contém pelo menos 80% de
identidade de'seqﬁéncia, por exemplo, 85%, 90%, 95%, 98% ou
99%, com uma seqiéncia de aminodcidos de uma proteina gram-

’

positiva (por exemplo, ID. DE SEQ. N°: 2, 4 ou 6), também &
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Gtil nos novos métodos. Além disso, um polipeptideo de
fimbria gram-positiva com até 50, por exemplo, 1, 3, 5, 10,
15, 20, 25, 30 ou 40 insergdes, delecdes ou substituigdes
de aminodcidos, por exemplo, substituic¢des conservativas de
aminoacidos, sera Gtil nas composig¢8es e nos métodos aqui
descritos.

A determinacdo do percentual de identidade entre duas
sequiéncias de aminodcidos pode ser obtida com a utilizagao
do programa BLAST 2.0, que estad disponivel ao piblico em
ncbi.nlm.nih.gov/BLAST. A comparagdo de seqUéncias &
realizada com o uso de um alinhamento sem lacunas e
utilizando-se os pardmetros padronizados (matriz BLOSUM 62,
custo de existéncia de lacuna [gap] de 11, por custo de
lacuna de residuo de 1, e uma proporgdo lambda de 0,85). O
algoritmo matemdtico usado nos programas BLAST é descrito
em Altschul e cols., 1997, Nucleic Acids Research, 25:
3.389-3.402.

Como aqui usado, o termo “substituigao conservativa de
aminodcido” significa uma substituigdo de um aminodcido em
um polipeptideo dentro de uma familia de aminoacidos.
Familias de aminodcidos sdo reconhecidas na técnica e se
baseiam nas propriedades fisicas e quimicas das cadeias
laterais do aminoicido. Familias incluem as seguintes:
aminodcidos com cadeias laterais basicas (por exemplo,
lisina, arginina e histidina); aminoadcidos com cadeias
laterais &cidas (por exemplo, &cido aspartico e acido
glutamico) ; aminoacidos com cadeias laterais polares nao
carregadas (por exemplo, glicina, asparagina, glutamina,
serina, treonina, tirosina e cisteina); aminodcidos com

cadeias laterais ndo polares (por exemplo, alanina, valina,
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leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina e
triptofano) ; aminoadcidos com cadeias laterais ramificadas
(por exemplo, treonina, valina e isoleucina); e aminoacidos
com cadeias laterais aromaticas (por exemplo, tirosina,
fenilalanina, triptofano e histidina). Um aminodcido pode
pertencer a mais de uma familia.

Em algumas modalidades, as composi¢des imunogénicas da
invencdo compreendem uma proteina de uma fimbria gram-
positiva (por exemplo, de S. pneumoniae), que pode ser
formulada ou purificada em uma forma oligomérica (fimbria).
Em algumas modalidades, a forma oligomérica €& um
hiperoligémero. Em algumas modalidades as composigdes
imunogénicas da invengdo compreendem uma proteina de
fimbria gram-positiva que foi isolada em uma forma
oligomérica (fimbria). As estruturas de oligbmero ou
hiperoligémero da fimbria que compreendem proteinas de
fimbria gram-positiva podem ser purificadas ou de algum
outro modo formuladas para uso em composigdes imunogénicas.

Uma ou mais sequéncias de polinucleotideos do quadro
de leitura aberta da proteina da fimbria de S. pneumoniae
podem ser substituidas por uma sequéncia de
polinucleotideos  que codifica um fragmento do ORF
substituido. Alternativamente, um ou mais dos quadros de
leitura aberta da proteina da fimbria de S. pneumoniae
podem ser substituidos por uma seqiiéncia que possuil
homologia de seqiiéncia para o ORF substituido.

Uma ou mais das sequéncias da proteina de fimbria
gram-positiva (por exemplo, de S. pneumoniae) tipicamente
incluem um padrdo LPXTG (por exemplo, LPXTG (ID. DE SEQ.

N°: 11)) ou outro padrdo de substrato de sortase. O padrao
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de substrato de sortase LPXTG de uma fimbria da proteina de
S. pneumoniae pode ser geralmente representado pela fdérmula
X;X,X3X,G, em que X na posigdo de aminodcido 1 & um L, um V,
um E, um Y, um I ou um Q, em que X na posigdo de aminoacido
2 & um P, caso X na posigdo de aminoacido 1 seja um L, em
gque X na posigao de aminodcido 2 & um V, caso X na posigdao
de aminoacido 1 seja um E ou um Q, em que X na posigdo de
aminodcido 2 é um V ou um P, caso X na posigdo de
aminodcido 1 seja um V, em que X na posigdo de aminoacido 3
& qualquer residuo de aminoacido, em que X na posigdo de
aminodcido 4 é um T, caso X na posigdo de aminodcido 1 seja
um V, E ou Q, e em que X na posigdao de aminocacido 4 & um T,
S ou A, caso X na posigdo de aminodcido 1 seja um L. Alguns
exemplos de padrdes LPXTG incluem YPXTG (ID. DE SEQ. N°:
8), IPXTG (ID. DE SEQ. N°: 9), LPXSG (ID. DE SEQ. N°: 57),
VVXTG (ID. DE SEQ. N°: 12), EVXTG (ID. DE SEQ. N°: 13),
VPXTG (ID. DE SEQ. N°: 10), QVXTG (ID. DE SEQ. N°: 14),
LPXAG (ID. DE SEQ. N°: 15), QVPTG (ID. DE SEQ. N°: 16) e
FPXTG (ID. DE SEQ. N°: 17).

Uma ou mais das sequéncias da proteina de fimbria
gram-positiva (por exemplo, de S. pneumoniae) podem incluir

uma sequéncia de padrdo de fimbrias. Alguns exemplos de

sequéncias de padrao de fimbrias incluem
WLQDVHVYPKHQXXXXXXK (ID. DE SEQ. N°: 58),
WNYNVVAYPKNTXXXXXXK (ID. DE SEQ. N°: 59),
WLYDVNVFPKNGXXXXXXK (ID. DE SEQ. N°: 60),
WIYDVHVYPICNEXXXXXXK (ID. DE SEQ. N°: 61),
WNYNVHVYPKNTXXXXXXK (ID. DE SEQ. N°: 62),
FLSEINIYPKNVXXXXXXK (ID. DE SEQ. N°: 63), e

DVVDAHVYPKNTXXXXXXK (ID. DE SEQ. N°: 64). Uma sequéncia de
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consenso de padrdo de fimbrias exemplar é (W/F/E/D)-X-X-X-
(V/I/B) -X- (V/I/A) - (Y/F) -P-K- (N/H/D) -XXXXXXX- (KJL) (ID. DE
SEQ. N°: 65) ou WXXXVXVYPK (ID. DE SEQ. N°: 76) . A lisina
interna conservada do padrdo de fimbrias pode atuar como um
nucledfilo na reagao de sortase.

Uma ou mais das seqiiéncias da proteina de fimbria
gram-positiva (por exemplo, de S. pneumoniae) podem incluir
uma seqiéncia de padrdo E-box. Alguns exemplos de
sequéncias de padrdo E-box incluem FCLVETATASGY (ID. DE
SEQ. N°: 66), FCLKETKAPAGY (ID. DE SEQ. N°: 67),
YVLVETEAPTGF (ID. DE SEQ. N°: 68), YCLVETKAPYGY (ID. DE
SEQ. N°: 69), YKLKETKAPYGY (ID. DE SEQ. N°: 70),
YPITEEVAPSGY (ID. DE SEQ. N°: 71), YRLFENSEPAGY (ID. DE
SEQ. N°: 72), YYLWELQAPTGY (ID. DE SEQ. N°: 73) e
YYLEETKQPAGY (ID. DE SEQ. N°: 74). Uma sequéncia de
consenso de padrdo E-box exemplar é (Y/F)-X-(L/I)-X-E-T-X-
(AJQ/T)-(P/A)-X-G-(Y/F) (ID. DE SEQ. N°: 75) ou LXET (ID.
DE SEQ. N°: 77).

As fimbrias gram-positivas (por exemplo, de S.
pneumoniae) aqui descritas podem afetar a capacidade das
bactérias gram-positivas (por exemplo, S. pneumoniae) de se
aderirem e invadir as células epiteliais. As fimbrias
também podem afetar a capacidade de Dbactérias gram-
positivas (por exemplo, S. pneumoniae) para se deslocar
através de uma camada da célula epitelial. De preferéncia,
uma ou mais fimbrias gram-positivas sdo capazes de se ligar
ou de algum outro modo se associar a superficie de uma
célula epitelial. Fimbrias gram-positivas também podem ser
capazes de se 1ligar ou se associar ao fibrinogénio,

fibronectina ou colageno.
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Acredita-se que proteinas de sortases gram-positivas
(por exemplo, de S. pneumoniae) estejam envolvidas na
secrecdo e ancoragem das proteinas de superficie que contém
LPXTG. As proteinas de sortase de S. pneumoniae Sao
codificadas por genes (srtB, srtC e srtD) encontrados na
mesma patogenicidade de ilhota que os genes rrgA, rrgB e
rrgC. Proteinas sortase e variantes de proteinas sortase
Gteis nos métodos aqui descritos podem ser obtidas de

bactérias gram-positivas.

As proteinas de uma fimbria gram-positiva (por
exemplo, de S. pneumoniae) podem ser anexadas
covalentemente a parede celular bacteriana por

transpeptidases associadas a membrana, por exemplo, uma
sortase. A sortase pode funcionar para clivar a proteina de
superficie, preferivelmente entre oS residuos treonina e
glicina de um padrdo LPXTG. A sortase pode, entdo, ajudar
na formacdo de uma ligagdo amida entre o grupo carboxil de
treonina e um precursor da parede celular como, por
exemplo, lipideo II. O precursor pode entdo ser incorporado
no peptidoglicano por meio das reacdes de transglicosilagao
e transpeptidagdo da sintese da parede bacteriana. Veja
Comfort e cols., Infection & Immunity (2004) 72(5): 2.710 -
2.722.

Em algumas modalidades, a invencdo inclui uma
composigao que compreende estruturas oligoméricas
semelhantes a fimbria que compreendem uma proteina de uma
fimbria gram-positiva (por exemplo, de S. pneumoniae) (por
exemplo, RrgA, RrgB ou RrgC (por exemplo, ID. DE SEQ. N°:
2, 4 ou 6)). A estrutura oligomérica semelhante a fimbria

pode compreender numerosas unidades de proteina de fimbria.
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Em algumas modalidades, as estruturas oligoméricas
semelhantes a fimbria compreendem duas oOu mais proteinas de
fimbria. Em algumas modalidades, a estrutura oligomérica
semelhante a fimbria compreende uma estrutura
hiperoligomérica semelhante a fimbria que compreende pelo
menos duas (por exemplo, 2, 3, 4, s, 6, 7, 8, 9, 10, 11,
12, 13, 14, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 70, 80, 90,
100, 120, 140, 150, 200 ou mais) subunidades oligoméricas,
em que cada subunidade compreende uma proteina de fimbria
ou um fragmento desta. As subunidades oligoméricas podem
ser associadas covalentemente por meio de uma lisina
conservada dentro de um padrdo de fimbrias. As subunidades
oligoméricas podem ser associadas covalentemente por meio
de um padrdo LPXTG, preferivelmente, por meio do residuo de
aminodcido treonina ou serina, respectivamente. Em algumas
modalidades, a estrutura oligomérica semelhante a fimbria é
uma fimbria isolada.

pProteinas de uma fimbria gram-positiva (por exemplo,
de S. pneumoniae) ou fragmentos destas a serem incorporadas
nas estruturas oligoméricas semelhantes a fimbria da
invencdo incluirdo, em algumas modalidades, um padrdo de
fimbrias.

A fimbria oligomérica pode ser usada isoladamente ou
nas combinacdes da invengdo. Em algumas modalidades, a
inveng¢do compreende uma fimbria de S. pneumoniae em forma
oligomérica. Em algumas modalidades, a fimbria esta em uma
forma hiperoligomérica.
Métodos de purificag@o de fimbrias

As fimbrias podem ser purificadas de células, por

exemplo, células bacterianas, gque expressam fimbrias gram-
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positivas ou estruturas semelhantes a fimbria (por exemplo,
fimbrias estreptocdcicas, tais como fimbrias de S.
pneumoniae, estreptococos do grupo A e estreptococos do
grupo B) por separagdo das fimbrias das células, por
exemplo, por cisalhamento mecdnico ou digestdo enzimatica,
e o isolamento das fimbrias separadas.

Células bacterianas adequadas a purificagdo de
fimbrias incluem cepas bacterianas gram-positivas
fimbriadas, bactérias gram-positivas ndo fimbriadas que
foram transformadas com uma ou mais proteinas da fimbria
gram-positiva, por exemplo, Rrga, RrgB e RrgC de S.
pneumoniae (por exemplo, IDS. DE SEQ. N°®*: 2, 4 e 6), e
células gram-negativas ou outras células transformadas com
uma ou mais proteinas da fimbria gram-positiva, por
exemplo, RrgA, RrgB e RrgC de S. pneumoniae (por exemplo,
IDS. DE SEQ. N°: 2, 4 e 6). Tipicamente, uma célula usada
para purificagdo de fimbrias produzira apenas o tipo ou
tipos de fimbrias desejados, por exemplo, fimbrias
endégenas ou heterdlogas. Para a produgdo de fimbrias
heterélogas, a célula pode ser alterada, por exemplo, por
mutagdo ou métodos de DNA recombinante, de modo a nado
produzir fimbrias enddgenas. Tipicamente, uma célula
bacteriana gram-positiva produtora de fimbrias Gtil a
purificagdo expressara uma ou mais sortases compativeis, de
forma que as fimbrias sejam expressas na superficie da
célula.

A separacdo de fimbrias de células bacterianas gram-
positivas & tipicamente obtida por cisalhamento mecanico,
digestdo enzimatica, diminuicdo ou inibigdo da atividade de

SrtA, ou tratamento com um composto que interfere com a
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integridade da parede celular. O cisalhamento mecédnico pode
remover fisicamente as fimbrias das células, enquanto
outros métodos podem eliminar o ponto de adesdo das
fimbrias (por exemplo, por degradacdo de componentes da
parede celular ou da fimbria). Apds a separagdo das
fimbrias das células, as fimbrias e as células podem ser
separadas, por exemplo, por centrifugacgdo.

Exemplos ndo limitantes de métodos de cisalhamento
mecéanico incluem ultrassonificagdo, cisalhamento com
glébulo de vidro e mistura. Métodos de sonificagdo sado
discutidos, por exemplo, em Yamaguchi e cols., 2004,
Current Microbial., 49:59-65. Métodos de cisalhamento com
glébulo de vidro sdo discutidos, por exemplo, em Levesque e
cols., 2001, J. Bacteriol., 183: 2.724-32. Métodos gerais
de cisalhamento mecdnico sdo discutidos, por exemplo, em
Wolfgang e cols., 1998, Mol. Microbiol., 29: 321-30;
Trachtenberg e cols., 2005, J. Mol. Biol., 346: 665-676;
Parge e cols., 1990, J. Biol. Chem., 265: 2.278-85;
Isaacson. e cols., 1981, J. Bacteriol., 146: 784-9; Korhonen
e cols., 1980, Infect. Immun., 27: 569-75; Hahn e cols.,
2002, J. Mol. Biol., 323: 845-57; St. Geme e cols., 1996,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 93: 11.913-18; Weber e cols.,
2005, J. Bacteriol., 187: 2.458-68; e Mu e cols., 2002, J.
Bacteriol., 184: 4.868-74.

Exemplos ndo limitantes de enzimas adequadas a
digestdo enzimitica incluem enzimas de degradagdo da parede
celular como, por exemplo, mutanolisina, 1lisostafina e
lisozimas. Métodos de digestdo enzimatica sado discutidos,
por exemplo, em Bender e cols., 2003, J. Bacteriol., 185:

6.057-66; Ton-That e cols., 2004, Mol. Microbial., 53: 251-
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61; e Ton-That e cols., 2003, Mol. Microbial., 50: 1.429-
38. Para administracdo de fimbrias aos individuos, pode-se
utilizar varias enzimas para remover componentes da parede
celular que possam causar uma reagdo 1indesejada ao
hospedeiro.

Exemplos ndo limitantes de métodos de 1inibigdo ou
diminuicdo da atividade de SrtaA incluem a diminuigdo da
atividade de SrtA por introdugdo de um alelo de “perda de
funcdo” de SrtA, eliminagdo do gene SrtA enddgeno,
expressdo de um &cido nucléico que diminui a expressao de
SrtA (por exemplo, um anti-senso ou mMiRNA), e o tratamento
das células com um composto que inibe a atividade de SrtA
(veja, por exemplo, Marrafini e cols., Microbial. Mol.
Biol. Rev., 70: 192-221, 2006).

Inibidores da sortase A exemplares incluem metano-
tiossulfonatos (por exemplo, MTSET e (2-sulfonatoetil)
metaﬂo—tiossulfonato) (Ton-That e Schneewind, J. Biol.
Chem. , 274: 24.316-24.320, 1999), acido pP-
hidroximercuribenzdico, glucosilesterol p-sitosterol-3-0-
glicopiranol (Kim e cols., Biosci. Biotechnol. Biochem.,
67: 2i477—79, 2003), cloreto de berberina (Kim e cols.,
Biosci. Biotechnol. Biochem., 68: 421-24, 2004), peptidil-
diazometano (LPAT-CHN,) (Scott e cols., Biochem. J., 366:
953-58, 2002), peptidil-clorometano (LPAT-CH,C1l), peptidil-
vinil sulfona [LPAT-SO,(Ph)] (Conolly e cols., J. Biol.
Chem., 278: 3.4061-65, 2003), vinil sulfonas (por exemplo,
di-, etil-, metil- e fenil vinil sulfonas) (Frankel e
cols., J. Am. Chem. Soc., 126: 3.404-3.405, 2004),
peptideos do padrdo LPXTG com O residuo treonina

substituido por um grupo fosfinato (por exemplo, LPEY
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{PO,H.CH,}G) (Kruger e cols., Bioorg. Med. Chem., 12: 3.723-
29, 2004), (z) -diaril-acrilonitrilas substituidas (Oh e
cols., J. Med. Chem., 47: 2.418-21, 2004), e extratos de
vadrias plantas medicinais (Kim e cols., Biosci. Biotechnol.
Biochem., 66: 2.751-54, 2002) .

Exemplos nd3o limitantes de compostos que interferem
com a integridade da parede celular incluem glicina e
antibidéticos como, por exemplo, penicilinas (por exemplo,
meticilina, amoxicilina, ampicilina), cefalosporinas (por
exemplo, cefalexina, cefproxil, cefepima), glicopeptideos
(por exemplo, vancomicina, teicoplanina, ramoplanina) e
ciclosserina.

Fimbrias separadas podem ser separadas de outros
componentes por densidade, por exemplo, pela utilizagdo de
centrifugacdo por gradiente de densidade. Por exemplo, as
fimbrias podem ser separadas por centrifugagdo em um
gradiente de sacarose.

Tipicamente, uma amostra contendo fimbrias gram-
positivas conterd polimeros de diferentes pesos moleculares
em funcdo de diferentes nimeros de subunidades de proteina
de fimbria presentes nas fimbrias. Para reduzir a
polidispersibilidade, uma amostra contendo fimbrias gram-
positivas pode ser separada por tamanho. Por exemplo, pode
ser usada uma coluna de filtragdo em gel ou exclusdo por
tamanho. Uma membrana de ultrafiltragdo também pode ser
usada para reduzir a polidispersibilidade de fimbrias gram-
positivas.

As fimbrias gram-positivas também podem ser isoladas
com o uso de métodos de afinidade como, por exemplo,

cromatografia por afinidade. Uma proteina que se liga
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especificamente a uma fimbria gram-positiva, por exemplo,
um anticorpo que se liga especificamente a um componente da
fimbria ou um anticorpo que se liga preferencialmente as
fimbrias, pode ser imobilizado em um substrato sélido (por
exemplo, um substrato de cromatografia) e wuma amostra
contendo fimbrias gram-positivas exposta a proteina de
ligagdo imobilizada. Esses métodos de isolamento por
afinidade também podem ser usados para isolar, purificar ou
enriquecer preparagdes de células que expressam fimbrias
gram-positivas.

Fimbrias gram-positivas também podem ser isoladas com
o uso de qualquer outro método de purificagdo de proteina
conhecido na técnica, por exemplo, precipitacgdes, métodos
de cromatografia em coluna e concentracdes de amostra. O
isolamento pode incluir, por exemplo, cromatografia por
filtragdo em gel, cromatografia por troca idnica,
cromatografia de fase reversa oOu cromatografia por
afinidade. Métodos adicionais sdo descritos, por exemplo,
em Ruffolo e cols., 1997, Infect. Immun., 65: 339-43.
Métodos de purificacdo de proteinas sd3o descritos em
detalhe, por exemplo, em Scopes, R.K., “Protein
Purification: Principles and Practice”, 3* ed., 1994,
Springer, NY.

A presenga de fimbrias gram-positivas em fragdes
durante purificagdo pode ser seguida por eletroforese (por
exemplo, eletroforese em poliacrilamida), medida da ligagao
de um agente que se liga especificamente ds fimbrias gram-
positivas (por exemplo, um anticorpo contra uma proteina da
fimbria ou um anticorpo que se liga preferencialmente as

fimbrias) e/ou a medida de uma atividade das fimbrias como,
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por exemplo, a ligagdo a proteinas ou células.
Anticorpos

As fimbrias gram-positivas (por exemplo, de &S.
pneumoniae) da invengdo também podem ser usadas para a
preparagdo de anticorpos especificos para a fimbria gram-
positiva ou para proteinas da fimbria gram-positiva. Em
algumas modalidades, os anticorpos se ligam especificamente
(por exemplo, preferencialmente) a uma forma oligomérica ou
hiperoligomérica de uma proteina de fimbria gram-positiva.
A invencdo também inclui combina¢des de anticorpos
especificos para proteinas da fimbria gram-positiva
selecionadas para fornecer protegdo contra uma gama
aumentada de isolados de sorotipos de cepas.

Os anticorpos especificos para fimbrias gram-positivas
(por exemplo, de S. pneumoniae) da invengdo incluem uma ou
mais por¢des bioldgicas que, por meios quimicos ou fisicos,
podem se ligar ou se associar a um epitopo de um
polipeptideo de fimbria gram-positiva. Os anticorpos da
invencdo incluem anticorpos que se ligam preferencialmente
a uma fimbria gram-positiva, quando comparada com proteinas
isoladas da fimbria. A invengd@o inclui anticorpos obtidos
de preparag¢des tanto policlonais gquanto monoclonais, além
dos seguintes: moléculas de anticorpos hibridos
(quiméricos) (veja, por exemplo, Winter e cols. (1991)
Nature 349: 293-299; e Patente U.S. N° 4.816.567);
fragmentos F(ab'), e F(ab); moléculas F, (heterodimeros nao
covalentes, veja, por exemplo, Inbar e cols. (1972) Proc.
Natl. Acad. Sci USA 69: 2.659-2.662; e Ehrlich e cols.
(1980) Biochem. 19: 4.091-4.096); moléculas Fv de cadeia

simples (sFv) (veja, por exemplo, Huston e cols. (1988)
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proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 5.897-5.883); fragmentos
diméricos e triméricos de construgdes de anticorpo;
minibodies (veja, por exemplo, Pack e cols. (1992) Biochem.
31: 1.579-1.584; Cumber e cols. (1992) Immunology 149B:
120-126); moléculas de anticorpo humanizado (veja, por
exemplo, Riechmann e cols. (1988) Nature 332: 323-327;
Verhoeyan e cols. (1988) Science 239: 1.534-1.536; €
Publicacdo de Patente U.K. N° GB 2.276.169, publicada em 21
de setembro de 1994); e quaisquer fragmentos funcionais
obtidos dessas moléculas, em que tais fragmentos retém as
propriedades de ligagdo imunolégica da molécula do
anticorpo parente. A invengdo ainda inclui anticorpos
obtidos por meio de processos nao convencionais, por
exemplo, exibigdo de fago.

Os anticorpos da presente invengdo podem  ser
policlonais,_ monoclonais, recombinantes, por exemplo,
quiméricos ou humanizados, totalmente humanos, ndo humanos,
por exemplo, murideos, ou anticorpos de cadeia simples.
Métodos de produgdo desses anticorpos sdo conhecidos. Em
alguns casos, Os anticorpos possuem funcao efetora e podem
fixar complemento. Os anticorpos também podem ser acoplados
a toxinas, grupos repdrteres ou agentes de imagem.

Em algumas modalidades, os anticorpos especificos para
a proteina de fimbria gram-positiva da invencgdo sdo
anticorpos monoclonais. Anticorpos monoclonais incluem uma
composigdo de anticorpo que possui uma populagdo homogénea
de anticorpos. Anticorpos monoclonais podem ser obtidos de
hibridomas murideos, bem como de anticorpos humanos
monoclonais obtidos com o uso de hibridomas humanos e nao

murideos. Veja, por exemplo, Cote, e cols. “Monoclonal
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Antibodies and Cancer Therapy”, Alan R. Liss, 1985, p 77.

Anticorpos quiméricos, humanizados, por exemplo,
completamente humanos, sao desejaveis para aplicagbes que
incluem administracdo repetida, por exemplo, tratamento
terapéutico (e algumas aplicag¢des diagndésticas) de um
individuo humano.

Os anticorpos também podem ser usados no tratamento
profilatico ou terapéutico de infecgdo bacteriana gram-
positiva (por exemplo, por S. pneumoniae) . Os anticorpos
podem bloquear a adesdo ou alguma outra atividade de
bactérias gram-positivas em células hospedeiras.
Adicionalmente, os anticorpos podem ser usados para liberar
uma toxina ou um agente terapéutico como, por exemplo, um
antibidtico, as células bacterianas gram-positivas.

Os anticorpos podem ser usados em aplicagdes
diagnésticas, por exemplo, para detectar a presenca ou
auséncia de fimbrias gram-positivas ou de proteinas da
fimbria gram-positiva em uma amostra biolégica. Anticorpos
antifimbrias ou antiproteina de fimbria podem ser usados de
forma diagnéstica para monitorar Os niveis de proteina no
tecido como parte de um procedimento de teste clinico, por
exemplo, para determinar a eficidcia de certo regime de
tratamento. A deteccdo pode ser facilitada por acoplamento
(ou seja, ligado fisicamente, por exemplo, direta ou
indiretamente) do anticorpo para uma substancia detectavel
(ou seja, marcagdo do anticorpo). Exemplos de substancias
detectaveis incluem varias enzimas, Jrupos prostéticos,
materiais fluorescentes, agentes de contraste, materiais
luminescentes, materiais bioluminescentes e materiais

radioativos. Exemplos de enzimas adequadas incluem
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peroxidase de raiz-forte, fosfatase alcalina, B-
galactosidase e acetilcolinasterase; exemplos de complexos
de grupo prostético adequados incluem
estreptavidina/biotina e avidina/biotina; exemplos de
materiais fluorescentes adequados incluem umbeliferona,
fluoresceina, fluoresceina isotiocianato, rodamina,
diclorotriazinilamina fluoresceina, cloreto de dansila ou
ficoeritrina; exemplos de agentes de contraste incluem
materiais eletrodensos fiteis para microscopia eletrbnica,
por exemplo, particulas de ouro ou materiais magneticamente
ativos (teis para imagens de ressondncia magnética, por
exemplo, particulas supermagnéticas de ferro; um exemplo de
um material luminescente inclui luminol; exemplos de
materiais bioluminescentes incluem luciferase, luciferina e

aequorin, e exemplos de materiais radioativos adequados

125 131
I I

incluem , 3°s e ’H. Esses anticorpos diagndsticos

14
podem ser usados em métodos para detectar a presenga de
bactérias gram-positivas fimbriadas (por exemplo, S.

pneumoniae) em um paciente infectado, por exemplo, por

teste de uma amostra do paciente. O esquema de tratamento

pode entdo ser selecionado com base na presenga ou auséncia
de bactérias gram-positivas fimbriadas. Por exemplo, um
paciente infectado com bactérias gram-positivas nao
fimbriadas poderia ser tratado com um antibidético, enquanto
um paciente infectado com Dbactérias gram-positivas
fimbriadas também poderia ser tratado um composto de
ligagdo de fimbrias, por exemplo, um anticorpo e/ou um
agente antiinflamatério (por exemplo, IL-6 ou um agente
anti-TNF como, por exemplo, um anticorpo anti-TNF) .

Ensaios de rastreamento
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Em alguns aspectos; a invengdo fornece métodos (aqui
também denominados ‘“ensaios de rastreamento”) para a
identificacdo de moduladores, ou seja, compostos ou agentes
candidatos identificados a partir de um ou mais compostos
de teste (por exemplo, anticorpos, proteinas, peptideos,
peptidomiméticos, peptdides, pequenas moléculas
inorgénicas, pequenas moléculas orgdnicas ndo Aacido
nucléico, &cidos nucléicos (por exemplo, acidos nucléicos
anti-senso, SiRNA, oligonucleotideos ou oligonucleotideos
sintéticos) ou outras drogas) que inibem uma atividade, por
exemplo, uma atividade de ligagdo de fimbrias gram-
positivas (por exemplo, de S. pneumoniae) ou uma proteina
de fimbria gram-positiva. Os compostos assim identificados
podem ser usados para modular a atividade de 1ligagdo ou
adesio de Dbactérias gram-positivas em um protocolo

terapéutico, ou para elaborar a funcdo biolégica de

fimbrias gram-positivas.

Em algumas modalidades, sdo fornecidos ensaios para o
rastreamento de compostos de teste para identificar aqueles
que podem se ligar as fimbrias gram-positivas (por exemplo,
de S. pneumoniae) ou a uma proteina de uma fimbria gram-
positiva ou uma porgdo desta. Compostos que se ligam as
fimbrias gram-positivas ou uma proteina de uma fimbria
gram-positiva podem ser testados quanto 4 sua habilidade
para modular uma atividade associada &as fimbrias gram-
positivas como, por exemplo, adesdo, infecgdo ou uma
resposta inflamatéria.

Os compostos de teste wusados nos métodos aqui
descritos podem ser obtidos com o uso de varias abordagens

em métodos de Dbiblioteca combinatéria conhecidos na
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técnica, que incluem: bibliotecas bioldgicas; bibliotecas
de peptdides (bibliotecas de moléculas que possuem as
funcionalidades de peptideos, mas com uma estrutura central
nio peptidica inédita, que sdo resistentes a degradagdo
enzimdtica, mas gque, no entanto, permanecem bioativas;
veja, por exemplo, zuckermann e cols., 1994, J. Med. Chem.,
37: 2.678-2.685); bibliotecas de fase sdélida ou de fase de
solucdo espacialmente localizdveis em paralelo; métodos de
biblioteca sintética que exigem a desconvolugdo; o método
de biblioteca de “um gldébulo/um composto”; e métodos de
biblioteca sintética que utilizam selegdo por cromatografia
por afinidade. Aa abordagens de biblioteca bioldégica e de
biblioteca de peptéide se limitam a Dbibliotecas de
peptideos, enquanto as outras quatro abordagens sao
aplicaveis as bibliotecas de compostos de peptideos, de

oligémero ndo peptidico ou de pequena molécula (Lam, 1997,

. Anticancer Drug Des., 12: 145).

Exemplos de métodos para a sintese de bibliotecas
moleculares podem ser encontrados na técnica, por exemplo,
em: DeWitt e cols. (1993, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:
6.909; Erb e cols., 1994, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 91:
11.422; Zuckermann e cols., 1994, J. Med. Chem., 37: 2.678;
Cho e cols., 1993, Science, 261: 1.303; Carrell e cols.,
1994, Angew. Chem. Int. Ed. Engl., 33: 2.059; Carell e
cols., 1994, Angew. Chem. Int. Ed. Engl., 33: 2.061; e emk
Gallop e cols., 1994, J. Med. Chem., 37: 1.233).

Bibliotecas de compostos podem ser apresentadas em
solucdo (por exemplo, Houghten, 1992, Biotechniques, 13:
412-421) ou em gldébulos (Lam, 1991, Nature, 354: 82-84),

chips (Fodor, 1993, Nature, 364: 555-556), bactérias
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(Ladner, Patente U.S. N° 5.223.409), esporos (Ladner,
Patente U.S. N° 5.223.409), plasmideos (Cull e cols., 1992,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89: 1.865-1.869), ou em fago
(Scott e Smith, 1990, Science, 249: 386-390; Devlin, 1990,
Science, 249: 404-406; Cwirla e cols., 1990, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 87: 6.378-6.382; Felici, 1991, J. Mol.
Biol., 222: 301-310; e Ladner supra) .

Em algumas modalidades, © ensaio é do tipo com base em
células no qual uma célula, por exemplo, uma célula
bacteriana que expressa fimbrias gram-positivas (por
exemplo, de S. pneumoniae) ou uma proteina de fimbrias
gram-positivas ou porgdo biologicamente ativa desta, &
colocada em contato com um composto de teste, e a
habilidade do composto de teste para modular uma atividade
de fimbrias gram-positivas ou de uma proteina de fimbrias
gram-positivas é determinada, por exemplo, por
monitoramento de ligacdo celular. A célula, por exemplo,
pode ser de origem mamifera, por exemplo, muridea, de rato,
ou de origem humana. A célula pode ser uma célula
epitelial, por exémplo, uma célula epitelial pulmonar A549.

A habilidade do composto de teste para modular uma
atividade de 1ligagdo de fimbrias gram-positivas (por
exemplo, de S. pneumoniae) ou de uma proteina de fimbria
gram-positiva e um ligante ou substrato, por exemplo, uma
célula ou uma proteina como, por exemplo, fibrinogénio,
fibronectina ou colageno, pode ser avaliada, por exemplo,
por acoplamento do composto, por exemplo, o substrato, com
um radioisétopo ou marcador enzimatico, de tal forma que a
ligagdo do composto, por exemplo, do substrato, as fimbrias

gram-positivas ou a uma proteina de fimbria gram-positiva
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possa ser determinada por deteccdo do composto marcado, por
exemplo, substrato, em um complexo. Alternativamente,
fimbrias gram-positivas ou uma proteina de fimbria gram-
positiva podem ser acopladas a um radioisétopo ou marcador
enzimatico para monitorar a habilidade de um composto de
teste para modular a ligagdo de fimbrias gram-positivas ou
de uma proteina de fimbrias gram-positivas a um substrato
em um complexo. Por exemplo, Os compostos (por exemplo,
parceiro de ligagdo de fimbrias gram-positivas ou de uma
proteina de fimbrias gram-positivas) podem ser marcados com
um radioisétopo (por exemplo, *2°I, *°s, **C ou ’H), direta ou
indiretamente, e o radioisétopo detectado por contagem
direta de radiocemissio ou por contagem de cintilagdo.
Alternativamente, os compostos podem ser marcados
enzimaticamente, por exemplo, com peroxidase de raiz-forte,
fosfatase alcalina ou luciferase, e o marcador enzimdtico
detectado por determinagdo da conversdo de um substrato
apropriado em produto.

A habilidade de um composto para interagir com
fimbrias gram-positivas (por exemplo, de S. pneumoniae) ou
uma proteina de fimbrias gram-positivas, com ou sem a
marcacdo de qualquer um dos participantes pode ser
avaliada. Por exemplo, pode ser usado um microfisidmetro
para detectar a interagdo de um composto com fimbrias gram-
positivas ou com uma proteina de fimbrias gram-positivas,
sem marcac¢do do composto ou das fimbrias gram-positivas ou
de uma proteina de fimbrias gram-positivas (McConnell e
cols., 1992, Science 257: 1.906-1.912). Como aqui usado, um
“microfisibmetro” (por exemplo, Cytosensor®) é um

instrumento analitico que mede a taxa na gual uma célula
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acidifica seu ambiente <com o uso de um Sensor
potenciométrico acessivel por luz (LAPS) . Alteragdes nessa
taxa de acidificacdo podem ser usadas como um indicador da
interacdo entre um composto e fimbrias gram-positivas ou
uma proteina de fimbrias gram-positivas.

Em algumas modalidades, & fornecido um ensaio sem
células, no qual uma fimbria gram-positiva (por exemplo, de
S. pneumoniae), ou uma proteina de fimbria gram-positiva ou
porcdo biologicamente ativa desta, é colocada em contato
com um composto de teste, e a habilidade do composto de
teste para se ligar & fimbria gram-positiva, ou a uma
proteina de fimbria gram-positiva ou porgdo biologicamente
ativa desta, é avaliada. Em geral, porgdes biologicamente
ativas das fimbrias gram-positivas ou de proteinas de
fimbrias gram-positivas a serem usadas nos novos ensaios
incluem fragmentos que participam em interagdes com
fimbrias gram-positivas ou com moléculas de proteina de
fimbrias gram-positivas.

Ensaios sem células envolvem a preparagdo de uma
mistura de reacdo da proteina do gene-alvo e do composto de
teste, sob condig¢des e por um periodo suficiente para
permitir que os dois componentes interajam e se liguem,
formando, dessa forma, um complexo que pode ser removido
e/ou detectado.

A interacdo entre duas moléculas também pode ser
detectada, por exemplo, com O usoO de transferéncia de
energia de fluorescéncia (FET) (veja, por exemplo, Lakowicz
e cols., Patente U.S. N° 5.631.169 e Stavrianopoulos e
cols., Patente U.S. N° 4.868.103). E selecionado um

marcador de fluordforo na primeira molécula “doadora” de
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tal forma que sua energia fluorescente emitida seja
absorvida por um marcador fluorescente em uma segunda
molécula ‘“receptora”, a qual, por sua Vvez, é capaz de
fluorescer em fungao da energia absorvida.
Alternativamente, a molécula “doadora” de proteina pode
simplesmente utilizar a energia fluorescente natural de
residuos de triptofano. Sdo escolhidos marcadores due
emitem diferentes comprimentos de onda de luz, de tal forma
que o marcador da molécula “receptora” possa  ser
diferenciado da “doadora”. Na medida em que a eficiéncia de
transferéncia de energia entre os marcadores esta
relacionada & distancia que separa as moléculas, ©
relacionamento espacial entre as moléculas pode ser
avaliado. Em uma situacdo em que ocorre ligagdao entre as
moléculas, a emissdo fluorescente do marcador da molécula
“receptora” no ensaio deve ser maxima. Um evento de ligagdo
FET pode ser convenientemente medido por meio de meios
padronizados de detecgdo fluorométrica bem conhecidos na
técnica (por exemplo, com o uso de um fluorimetro) .

Em algumas modalidades, a determinac3o da habilidade
de uma fimbria gram-positiva (por exemplo, de S.
pneumoniae) ou de uma proteina de uma fimbria gram-positiva
(por exemplo, de S. pneumoniae) para se ligar a uma
molécula-alvo (por exemplo, um polipeptideo de
fibrinogénio, fibronectina ou coldgeno, ou fragmento
destes) pode ser obtida com o uso de Andlise de Interagdo
Biomolecular (BIA) em tempo real (por exemplo, Sjolander e
cols., 1991, Anal. Chem., 63: 2.338-2.345 e Szabo e cols.,
1995, Curr. Opin. Struct. Biol., 5: 699-705) . A

wressonincia por plasménio de superficie” ou "“BIA” detecta
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interacdes bioespecificas em tempo real, sem marcagdo de
nenhum dos reagentes (por exemplo, BIAcore). Mudangas na
massa na superficie de ligagdo (indicativas de um evento de
ligagdo) causam alteragdes do indice refrativo da 1luz
préximo & superficie (o fendmeno éptico de ressondncia por
plasménio de superficie (SPR)), produzindo um sinal
detectavel que pode ser usado como uma indicac¢do de reagles
em tempo real entre moléculas bioldégicas.

Em algumas modalidades, o produto génico-alvo ou a
substancia de teste & ancorado em uma fase sbélida. Os
complexos de produto génico-alvo/composto de teste
ancorados na fase sdélida podem ser detectados ao final da
reacio. O produto génico-alvo pode ser ancorado em uma
superficie sélida, e o composto de teste, que ndo esta
ancorado, pode ser marcado, direta ou indiretamente, com um
marcador detectdvel aqui discutido.

Varios produtos génicos-alvo podem ser ancorados em
uma fase sélida com o uso da tecnologia de microarranjo de
proteina, gque também & conhecida por outros nomes,
incluindo: tecnologia de chip de proteina e tecnologia de
arranjo de proteina de fase sbélida. A tecnologia de
microarranjo & bem conhecida por aqueles habilitados na
técnica e estid baseada, sem limitagdo, na obtencdo de um
arranjo de peptideos ou proteinas identificados em um
substrato fixado, a ligagio de moléculas-alvo ou
constituintes bioldégicos aos peptideos, e avaliagdo dessa
liga¢éo. Veja, por exemplo, G. MacBeath e S.L. Schreiber,
“Printing Proteins as Microarrays for High-Throughput
Function Determination”, Science 289 (5485): 1.760-1.763,

2000. Substratos de microarranjo incluem, sem limitagao,
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vidro, silica, alumihossilicatos, borossilicatos, ©6xidos
metalicos, por exemplo, alumina e 6xido de niquel, varias
argilas, nitrocelulose ou nailon. Os substratos de
microarranjo podem ser revestidos com um composto para
aumentar a sintese de uma sonda (por exemplo, um peptideo)
no substrato. Agentes ou dgrupos de acoplamento no substrato
podem ser usados para ligar covalentemente o primeiro
aminodcido ao substrato. Diversos agentes ou Jgrupos de
acoplamento sdo conhecidos por aqueles habilitados na
técnica. Podem ser sintetizadas sondas peptidicas
diretamente no substrato em uma tela predeterminada.
Alternativamente, sondas peptidicas podem ser salpicadas no
substrato e, nesse caso, o substrato pode ser revestido com
um composto para aumentar a ligagdo da sonda ao substrato.
Nessas modalidades, sondas pré-sintetizadas sao aplicadas
ao substrato em um volume e em um padrdo de teia
predeterminados, precisos, preferivelmente com a utilizagdo
de um robd controlado por computador para aplicar a sonda
ao substrato de uma forma por impressdo por contato ou de
uma forma sem contato como, por exemplo, jato de tinta ou
liberacdo piezelétrica. As sondas podem ser 1ligadas
covalentemente ao substrato. Em algumas modalidades, um ou
mais peptideo ou moléculas de proteina de controle sao
anexados ao substrato. Peptideo ou moléculas de proteina de
controle permitem a determinagdo de fatores, tais como
qualidade e caracteristicas de ligagdo do peptideo ou da
proteina, qualidade e eficacia do reagente, sucesso da
hibridizacdo e limiares e sucesso da analise.

Em algumas modalidades, ¢& desejdvel imobilizar as

fimbrias gram-positivas (por exemplo, de S. pneumoniae) ou
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de uma proteina de fimbrias gram-positivas, um anticorpo
antifimbria ou antiproteina de fimbria ou uma proteina de
ligacéo de fimbria gram-positiva (por exemplo, um
anticorpo) para facilitar a separagdo de formas em complexo
de formas que ndo estdo em complexo ou ambas as proteinas,
bem como acomodar a automatizagdo do ensaio. A ligagdo de
um composto de teste as fimbrias gram-positivas ou a uma
proteina de fimbria gram-positiva, ou a interagdo de
fimbrias gram-positivas ou de uma proteina de fimbria gram-
positiva com uma molécula-alvo na presenca ou auséncia de
um composto candidato, pode ser obtida em qualquer vaso
adequado para conter os reagentes. Exemplos desses vasos
incluem placas de microlitro, tubos de ensaio e tubos da
microcentrifuga. Em uma modalidade, pode ser fornecida uma
proteina de fusdo que adiciona um dominio que permite que
uma ou ambas as proteinas sejam ligadas a uma matriz. Por
exemplo, proteinas de fusao de glutationa-S-
transferase/proteina de fimbria ou proteinas de fusdo
glutationa-S-transferase/alvo podem ser adsorvidas sobre
glébulos de glutationa Sefarose™ (Sigma Chemical, St.
Louis, MO) ou placas de microlitro derivatizadas com
glutationa, que sdo entdo combinadas com O composto de
teste, ou o composto de teste e a proteina-alvo ndo
adsorvida ou fimbrias gram-positivas ou uma proteina de
fimbrias gram-positivas, e a mistura incubada sob condigdes
que conduzem a formagdo de complexos (por exemplo, em
condicBes fisiolégicas para sal e pH). Apds incubagdo, os
glébulos ou os pogos de uma placa de microtitulagdo sé&o
lavados para a remogdo de componentes nido ligados, da

matriz imobilizada, no caso de glébulos, o complexo &
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determinado direta ou indiretamente, por exemplo, como
descrito acima. Alternativamente, os complexos podem ser
dissociados da matriz, e o nivel de ligagdo ou da atividade
de fimbrias gram-positivas ou de uma proteina de fimbria

gram-positiva & determinado com O uso de técnicas

padronizadas.

Outras técnicas para a imobilizagdo de fimbrias gram-
positivas (por exemplo, de S. pneumoniae) ou de uma
proteina de fimbrias gram-positivas ou de um alvo de
ligagdo sobre matrizes incluem o uso da conjugagdo de
biotina e estreptavidina. Fimbrias gram-positivas ou uma
proteina de fimbria gram-positiva ou moléculas-alvo
biotiniladas podem ser preparadas a partir de biotina-NHS
(N-hidréxi-succinimida) com o uso de metodologias
conhecidas na técnica (por exemplo, kits de biotinilagdo de
Pierce Chemicals, Rockford, IL), e imobilizadas nos pogos
de placas de 96 pogos revestidas com estreptavidina (Pierce
Chemical) .

Para a realizacdo do ensaio, o componente nao
imobilizado & adicionado & superficie revestida que contém
o componente ancorado. Apds © término da reag¢do, Os
componentes ndo reagidos sdo removidos (por exemplo, por
lavagem) sob condigdes que fagam com que quaisquer
complexos formados permanecam imobilizados na superficie
sélida. A detecgdo de complexos ancorados na superficie
sélida pode ser efetuada por varias formas. Quando o
componente previamente ndo imobilizado é pré-marcado, a
deteccdo do marcador imobilizado na superficie indica que
foram formados complexos. Quanto o componente previamente

nio imobilizado ndo é pré-marcado, pode ser usado um
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marcador indireto para a detecgdo de complexos ancorados na
superficie; por exemplo, o uso de um anticorpo especifico
marcado para o componente imobilizado (o anticorpo, por sua
vez, pode ser marcado diretamente ou marcado indiretamente
com, por exemplo, um anticorpo anti-Ig marcado) .

Em algumas modalidades, esse ensaio é realizado com a
utilizacdo de anticorpos que se ligam especificamente as
fimbrias gram-positivas (por exemplo, de S. pneumoniae) ou
a uma proteina de uma fimbria gram-positiva (por exemplo,
de S. pneumoniae) ou alvos de ligagdo, mas nido interferem
com a ligacdo das fimbrias gram-positivas ou da proteina de
fimbrias gram-positivas ao seu alvo. Esses anticorpos podem
ser derivatizados para os pogos da placa, e © alvo, ou
fimbrias gram-positivas ou proteina de fimbrias gram-
positivas, ndo ligado capturado nos pogos por conjugagdo de
anticorpo. Métodos para a detecgdo desses complexos, além
daqueles descritos acima para Os complexos imobilizados em
GST, incluem a imunodetecgdo de complexos com O USO de
anticorpos reativos com as fimbrias gram-positivas ou com
uma proteina de fimbria gram-positiva ou molécula-alvo, bem
como ensaios ligados & enzima que se baseiam na detecgdo de
uma atividade enzimdtica associada as fimbrias Jram-
positivas ou a uma proteina de fimbria gram-positiva ou
molécula-alvo.

Em algumas modalidades, ensaios sem células podem ser
realizados em uma fase liquida. Em um ensaio desse tipo, os
produtos de reagdo sdo separados de componentes ndo
reagidos, por qualquer uma entre diversas técnicas
padronizadas, incluindo, sem limitagdo: centrifugagado

diferencial (por exemplo, Rivas e cols., 1993, Trends



10

15

20

25

30

57/136

Biochem. Sci., 18: 284-287); cromatografia (cromatografia
por filtragdo em gel, cromatografia por troca idnica);
eletroforese (por exemplo, Ausubel e cols., eds., 1999,
wcurrent Protocols in Molecular Biology”, J. Wiley: Nova
York.); e imunoprecipitagdo (por exemplo, Ausubel e cols.,
eds., 1999, “Current Protocols in Molecular Biology”, J.
Wiley: Nova York). Essas resinas e técnicas cromatograficas
sio conhecidas por aqueles habilitados na técnica (por
exemplo, Heegaard, 1998, J. Mol. Recognit., 11: 141-148 e
Hage e cols., 1997, J. Chromatogr. B. Biomed. Sci. Appl.,
699: 499-525). Além disso, a transferéncia de energia de
fluorescéncia também pode ser convenientemente utilizada,
como aqui descrito, para detectar a ligagao, sem
purificagdo adicional do complexo da solugdo.

Em algumas modalidades, o ensaio inclui o contato das
fimbrias gram—positivas (por exemplo, de S. pneumoniae) ou
de uma proteina de uma fimbria gram-positiva (por exemplo,
de S. pneumoniae) ou uma poOrgao biologicamente ativa desta,
com uma célula ou um composto conhecido (por exemplo, uma
proteina) que se liga as fimbrias gram-positivas ou com uma
proteina de uma fimbria gram-positiva para formar uma
mistura de ensaio, o contato da mistura de ensaio com um
composto de teste e a determinagdo da habilidade do
composto de teste para afetar a ligacdo das fimbrias gram-
positivas ou uma de proteina de fimbria gram-positiva a
célula ou ao composto.

Em algumas modalidades, um ensaio para ligagdo das
células bacterianas que expressam fimbrias de S. pneumoniae
envolve a incubacdo de células bacterianas que expressam

fimbrias de S. pneumoniae com células epiteliais pulmonares
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AS549, lavagem para a remogdo de células bacterianas ndo
aderentes, e a detecgdo das células bacterianas aderentes.
A aderéncia bacteriana pode ser medida por qualquer meio
conhecido na técnica, por exemplo, deteccdo da ligagdo de
um anticorpo as células bacterianas aderentes ou lise das
células epiteliais e contagem do numero de células
bacterianas associadas. Células HEP2, células CHO ou
células HeLa também podem ser usadas em ensaios de ligag&o
de células bacterianas que expressam fimbrias de S.
pneumoniae.
Composi¢des imunogénicas

As composigdes imunogénicas da invencdo que incluem
fimbrias gram-positivas (por exemplo, de S. pneumoniae)
podem ainda compreender um ou mais agentes antigénicos.
Antigenos exemplares incluem aqueles listados abaixo.
Adicionalmente, as composi¢des da presente invengdo podem
ser usadas para tratar ou evitar infecg¢des causadas por
qualquer um dos micrdébios listados abaixo ou micrébios
relacionados. Antigenos para uso nas composigdes
imunogénicas incluem, sem limitagdo, um ou mais dos
seguintes apresentados abaixo, ou antigenos derivados de um
ou mais dos seguintes apresentados abaixo:

Antigenos bacterianos

N. meningitidis: um antigeno protéico de N.
meningitidis sorogrupo A, C, W135 Y e/ou B (1-7); uma
preparagdo de vesicula da membrana externa (OMV) de N.
meningitidis sorogrupo B. (8, 9, 10, 11); um antigeno
sacaridico, incluindo LPS, de N. meningitidis sorogrupo A,
B, C W135 e/ou Y como, por exemplo, O oligossacarideo do

sorogrupo C (veja PCT/US99/09346; PCT IB98/01665; e PCT
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11399/00103) ;

Streptococcus pneumoniae: um antigeno sacaridico ou
protéico, particularmente um sacarideo de Streptococcus
pneumoniae ou uma proteina ou peptideo antigénico de PhtD
({BVH-11-2, SP1003, spr0907) (Adamou e cols., Infect.
Immun., 69: 949-53, 2001; Hamel e cols., Infect. Immun.,
72: 2.659-70, 2004); PhtE (BVH-3, SP1004, spr0908) (Adamou
e cols., Infect. Immun., 69: 949-53, 2001; Hamel e cols.,
Infect. Immun., 72: 2.659-70, 2004); PhtB (PhpA, BVH-11,
SP1174, sprl060) (Adamou e cols., Infect. Immun., 69: 949-
53, 2001; Zhang e cols., Infect. Immun., 69: 3.827-36,
2001; Hamel e cols., Infect. Immun., 72: 2.659-70, 2004);
PhtA (BVH-11-3, SP1175, sprl06l) (Adamou e cols., Infect.
Immun., 69: 949-53, 2001; Wizemann e cols., Infect. Immun.,
69: 1.593-98, 2001; zhang e cols., Infect. Immun., 69:
3.827-36, 2001; Hamel e cols., Infect. Immun., 72: 2.659-
70, 2004); NanA (SP1693, spr1536) (Tong e cols., Infect.
Immun., 73: 7.775-78, 2005); SP1872 (sprl687) (Brown e
cols., Infect. Immun., 69: 6.702-06, 2001); PspC (CbpA,
SP2190, sprl995) (Ogunniyi e cols., Infect. Immun., 69:
5.997-6.003, 2001); PspA (SP0177, spr0121, sprl274) (Briles
e cols., Vaccine, 19: S87-S95, 2001); SP0O498 (spr0440) ;
LytB (SP0965, spr0867) (Wizemann e cols., Infect. Immun.,
69: 1.593-98, 2001); AliB (SP1527, sprl382); PpmA (sp0981,
spr0884) (Ooverweg e cols., Infect. Immun., 68: 4.180-4.188,
2000); LytC (SP1573, sprl431) (Wizemann e cols., Infect.
Immun., 69: 1.593-98, 2001); PsaA (Briles e cols., Vaccine,
19: S87-S95, 2001); PAB (Ogunniyi e cols., Infect. Immun.,
69: 5.997-6.003, 2001); RPhp (Zhang e cols., Infect.

Immun., 69: 3.827-36, 2001); PiuA (Jomaa e cols., Vaccine,
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24: 5.133-39, 2006); PiaA (Jomaa e cols., Vaccine, 24:
5.133-39, 2006); 6PGD (Daniely e cols., Clin. Exp.
Immunol., 144: 254-263, 2006); ou PppA (Green e cols.,
Tnfect. Immun., 73: 981-89, 2005);

Streptococcus agalactiae: particularmente, antigenos
estreptocdcicos do Grupo B;

Streptococcus pyogenes: particularmente, antigenos
estreptocdcicos do Grupo A;

Enterococcus faecalis ou Enterococcus faecium:
particularmente uma repetigdo de trissacarideo ou outros
antigenos derivados de Enterococcus fornecidos na Patente
U.S. N° 6.756.361;

Helicobacter pylori: incluindo antigeno Cag, Vac, Nap,
HopX, HopY e/ou urease;

Bordetella pertussis: por exemplo, holotoxina de
pertussis (PT) e hemaglutinina filamentosa (FHA) de B.
pertussis, opcionalmente também combina¢do com pertactina
e/ou antigeno de aglutindgenos 2 e 3;

Staphylococcus aureus: incluindo polissacarideos
capsulares de S. aureus do tipo 5 e 8, opcionalmente
conjugados a exotoxina A atbéxica  recombinante de
Pseudomonas aeruginosa, por exemplo, StaphVAX“ﬂ ou
antigenos derivados de proteinas de superficie, invasinas
(leucocidina, quinases, hialuronidase), fatores de
superficie que inibem o engolfamento fagocitico (capsula,
Proteina A), carotendides, produgdo de catalase, Proteina
A, coagulase, fator de coagulacdo e/ou toxinas que
danificam a membrana (opcionalmente detoxificadas) dque
lisam membranas celulares eucaridticas (hemolisinas,

leucotoxina, leucocidina) ;



10

15

20

25

30

61/136

Staphylococcus epidermis: particularmente, antigeno de
S. epidermidis associado ao biofilme slime (SAA);

Staphylococcus saprophyticus: (que causam infecgdes do
trato urinario), particularmente a hemaglutinina de 160 kDa
do antigeno de S. saprophyticus;

Pseudomonas aeruginosa: particularmente, endotoxina A,
proteina Wzz, LPS de P. aeruginosa, mais particularmente
LPS 1isolado de PAOl (sorotipo O05) e/ou proteinas da
membrana externa, incluindo proteinas da membrana externa F
(OprF) (Infect. Immun. maio de 2001; 69(5): 3.510-3.515);

Bacillus anthracis (antraz): por exemplo, antigenos de
B. anthracis (opcionalmente detoxificados) de componentes A
(fator letal (LF) e fator de edema (EF)), ambos podendo
compartilhar um componente B comum conhecido como antigeno
protetor (PA);

Moraxella catarrhalis: (respiratdria) incluindo
antigenos da proteina da membrana externa (HMW-OMP),
antigeno C e/ou LPS;

Yersinia pestis (praga) : por exemplo, antigeno
capsular Fl1 (Infect. Immun. janeiro de 2003; 71(1)): 374-
383, LPS (Infect. Immun. outubro de 1999; 67(10): 5395),
antigeno V de Yersinia pestis (Infect. Immun. novembro de
1997; 65(11): 4.476-4.482);

Yersinia enterocolitica (patégeno gastrintestinal):
particularmente LPS (Infect. Immun. agosto de 2002; 70(8):
4.414);

Yersinia pseudotuberculosis: antigenos de patdgeno
gastrintestinal;

Mycobacterium tuberculosis: por exemplo,

lipoproteinas, LPS, antigenos de BCG, uma proteina de fusdo
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de antigeno 85B (Ag85B) e/ou ESAT-6, formulados
opcionalmente em vesiculas lipidicas catidnicas (Infect.
Immun. outubro de 2004; 72(10): 6148), antigenos associados
4 isocitrato desidrogenase de Mycobacterium tuberculosis
(Mtb) (Proc. Natl. Acad. Sci USA. 24 de agosto de 2004; 101
(34) : 12.652) e/ou antigenos MPT51 (Infect. Immun. julho de
2004; 72(7): 3829);

Legionella pneumophila (doenca dos legionarios):
antigenos de L. pneumophila opcionalmente derivados de
linhagens celulares com dgenes asd rompidos (Infect. Immun.
maio de 1998; 66(5): 1898);

Rickettsia: incluindo proteinas da membrana externa,
incluindo a proteina da membrana externa A e/ou B (OmpB)
(Biochim. Biophys Acta. 1° de novembro de 2004; 1.702(2):
145), LPS e antigeno de proteina de superficie (SPA) (J.
Autoimmun. junho de 1989; 2 Supl.:81);

E. coli: incluindo antigenos de E. coli
enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroagregativa (EAggEC),
E. coli difusamente aderente (DAECQC) , E. coli
enteropatogénica (EPEC) e/ou E. coli enterohemorréagica
(EHEC) ;

Vibrio cholerae: incluindo antigenos de proteinase,
LPS, particularmente lipopolissacarideos de Vibrio cholerae
II, polissacarideos Ol Inaba O-especificos, V. cholera
0139, antigenos de vacina IEM108 (Infect. Immun. outubro de
2003; 71(10): 5.498-504) e/ou toxina da Zonula occludens
(Zot) ;

Salmonella typhi (febre tifdide): incluindo
polissacarideos capsulares preferivelmente conjugados (Vi,

ou seja, vax-TyVi);
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Salmonella  typhimurium (gastrenterite) : antigenos
derivados deste s3o contemplados para terapias microbianas
e de cancer, incluindo inibig¢d3o da angiogénese e modulagdo
de f1lk;

Listeria  monocytogenes (infecgdes sistémicas em
pessoas imunocomprometidas ou idosas, infecgdes do feto):
antigenos derivados de L. monocytogenes sdo usados
preferivelmente como veiculos/vetores para liberagao
intracitoplasmatica de conjugados/composigdes associadas da
presente invengao;

Porphyromonas gingivalis: particularmente, proteina da
membrana externa (OMP) de P. gingivalis;

Tétano: por exemplo, antigenos de toxéide tetdénico
(TT), usados preferivelmente como uma proteina
transportadora em conjunto/conjugada com as composigdes da
presente invengao;

Difteria: por exemplo, um toxdide diftérico (por
exemplo, CRM;i97) , adicionalmente antigenos capazes de
modular, inibir ou se associar a4 ribosilacdo de ADP sao
contemplados para combinacdo/co-administragdo/conjugagédo
com as composigdes da presente invencdo; os toxdides
diftéricos podem ser usados como proteinas transportadoras;

Borrelia burgdorferi (doenga de Lyme): por exemplo,
antigenos associados a P39 e P13 (uma proteina integral da
membrana, Infect. Immun. maio de 2001; 69(5): 3.323-3.334),
proteina de variagdo antigénica VIsE (J. Clin. Microbiol.
dezembro de 1999; 37(12): 3.997);

Haemophilus influenzae B: por exemplo, um antigeno

sacaridico deste;

Klebsiella: por exemplo, uma OMP, incluindo OMP A ou
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um polissacarideo opcionalmente conjugado ao toxdide
tetanico;

Neisseria gonorrhoeae: incluindo uma proteina Por (ou
porina), por exemplo, PorB (veja Zhu e cols., Vaccine
(2004) 22:660-669), uma proteina de ligagao de
transferrina, por exemplo, TbpA e TbpB (veja Price e cols.,
Infection and Immunity (2004) 71 (1): 277-283), uma
proteina de opacidade (por exemplo, Opa), uma proteina
modificavel por redugdo (Rmp) e preparagdes de vesicula da
membrana externa (OMV) (veja Plante e cols., J. Infectious
Disease (2000) 182:848—855);'veja também, por exemplo, WO
99/24578, WO 99/36544, WO 99/57280, WO 02/079243;

Chlamydia pneumoniae: particularmente antigenos
protéicos de C. pneumoniae;

Chlamydia trachomatis: incluindo antigenos derivados
de sorotipos A, B, Ba e C (sdo agentes do tracoma, uma
causa de cegueira), sorotipos L1, L2 e L3 (associados ao
linfogranuloma venéreo) e sorotipos, D-K;

Treponema pallidum (sifilis): particularmente um
antigeno TmpA; e

Haemophilus ducreyi (que causa o cancrdide): incluindo
proteina da membrana externa (DsrA).

Quando nao citados especificamente, antigenos
bacterianos da invencdo adicionais podem ser antigenos
capsulares, antigenos polissacaridicos ou antigenos
protéicos de gqualquer um dos citados acima. Antigenos
bacterianos adicionais também podem incluir uma preparagdo
de vesicula da membrana externa (OMV). Adicionalmente,
antigenos incluem versdes vivas, atenuadas e/ou purificadas

de qualquer uma das bactérias mencionadas anteriormente. Os
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antigenos derivados de bactérias ou micrdébios da presente
invencdo podem ser gram-negativos ou gram-positivos e
aerébicos ou anaerdbicos.

Adicionalmente, qualquer um dos sacarideos derivados
de bactérias acima (polissacarideos, LPS, LOS ou
oligossacarideos) pode ser conjugado a outro agente ou
antigeno, por exemplo, uma proteina transportadora (por
exemplo, CRM;s;). Essa conjugagdo pode ser uma conjugagao
direta efetuada por aminagdo redutiva de porgdes carbonil
no sacarideo em grupos amino na proteina, como fornecido na
Patente U.S. N° 5.360.897 em Can. J. Biochem. Cell Biol.
maio de 1984; 62(5): 270-5. Alternativamente, os sacarideos
podem ser conjugados por meio de um vinculador, por
exemplo, com succinimida ou outras ligagdes fornecidas em
“Bioconjugate Techniques”, 1996 e “CRC, Chemistry of
Protein Conjugation and Cross—Linking”, 1993.

Antigenos virais

Influenza: incluindo particulas virais inteiras
(atenuadas), divididas ou subunidades que compreendem
proteinas de superficie hemaglutinina (HA) e/ou
neuraminidase (NA); os antigenos de influenza podem ser

derivados de embrides de galinha ou propagados em cultura
de células e/ou os antigenos de influenza s8o derivados de
influenza tipo A, B e/ou C, entre outros;

Virus respiratério sincicial (RSV): incluindo a
proteina F da cepa A2 de RSV (J. Gen. Virol. novembro de
2004; 85 (Pt 11):3229) e/ou glicoproteina G;

Virus Parainfluenza (PIV): incluindo PIV do tipo 1, 2,
e 3, preferivelmente contendo glicoproteinas hemaglutinina,

neuraminidase e/ou de fusao;
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Poliovirus: incluindo antigenos de uma familia de
picornaviridae, preferivelmente antigenos de poliovirus
como, por exemplo, OPV ou, preferivelmente IPV;

Sarampo: incluindo antigeno do virus dividido do
sarampo (MV), opcionalmente combinado com Protollin e/ou
antigenos presentes na vacina MMR;

Caxumba : incluindo antigenos presentes na vacina MMR;

Rubéola: incluindo antigenos presentes na vacina MMR,
além de outros antigenos de Togaviridae, incluindo o virus

da dengue;

Raiva: por exemplo, o virus inativado liofilizado
(RabAvert™) ;

Virus Flaviviridae: por exemplo, o virus da febre
amarela (e antigenos derivados deste), virus da encefalite
japonesa, virus da dengue (tipos 1, 2, 3 ou 4), virus da
encefalite transmitida por carrapato e virus do Nilo
ocidental;

Caliciviridae: antigenos destes;

HIV: incluindo antigenos da cepa HIV-1 ou HIV-2, por
exemplo, gag (p24gag e p55gag), env (gplé60 e gp4l), pol,
tat, nef, rev vpu, miniproteinas, (preferivelmente p55 gag
e gpl40v delete) e antigenos dos isolados Hirp, HIVge:,
HIViay, HIVLAI, HIVyy, HIV-1lcwaazs, HIV-1lyge, HIV-2; virus da
imunodeficiéncia dos simios (SIV), dentre outros;

Rotavirus: incluindo proteinas VP4, VP5, VP6, VP7, VP8
(Protein Expr Purif. dezembro de 2004; 38(2): 205) e/ou
NSP4 ;

Pestivirus: por exemplo, antigenos do virus da febre
suina cléassica, virus da diarréia bovina viral e/ou virus

da doenga da fronteira;
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Parvovirus: por exemplo, parvovirus Bl9;

Coronavirus: incluindo antigenos do virus da SARS,
particularmente proteina ou proteases spike destes, além de
antigenos incluidos em WO 04/92360;

Virus da hepatite A: por exemplo, virus inativado;

Virus da hepatite B: por exemplo, os antigenos de
superficie e/ou centrais (sAg), além das seqiéncias pré-
superficie, pré-Sl e pré-S2 (anteriormente denominadas pré-
S), bem como combinag¢des dos acima citados, por exemplo,
sAg/pré—Sl,‘sAg/pré—Sz, sAg/pré-S1/pré-sS2 e pré-S1/pré-s2,
(veja, por exemplo, “AHBV Vaccines - Human Vaccines " and
Vaccination”, pp. 159-176; e Patentes U.S. N°® 4.722.840,
5.098.704, 5.324.513; Beames e cols., J. Virol. (1995) 69:
6.833-6.838, Birnmbaum e cols., J Virol. (1990) 64: 3.319-
3.330; e Zhou e cols., Virol. (1991) 65: 5.457-5.464) ;

Virus da hepatite C: por exemplo, El, E2, E1/E2 (veja,
Houghton e cols., Hepatology (1991) 14: 381), poliproteina
NS345, poliproteina central NS 345, nfcleo e/ou peptideos
das regides ndo estruturais (Publicag¢des Internacionais N°°
WO 89/04669, WO 90/11089 e WO 90/14436);

Virus da hepatite Delta (HDV): antigenos derivados
deste, particularmente antigeno 6 de HDV (veja, por
exemplo, Patente U.S. N° 5.378.814);

Virus da hepatite E (HEV): antigenos derivados deste;

Virus da hepatite G (HGV): antigenos derivados deste;

Virus da varcicella =zoster: antigenos derivados do
virus varicela zoster (VZV) (J. Gen. Virol. (1986) 67:
1.759);

Virus de Epstein-Barr: antigenos derivados do EBV

(Baer e cols., Nature (1984) 310: 207);
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Citomegalovirus: antigenos do CMV, incluindo gB e gH
(“Cytomegaloviruses” (J.K. McDougall, ed., Springer-Verlag
1990) pp. 125-169);

Virus do herpes simples: incluindo antigenos de cepas
HSV-1 ou HSV-2 e glicoproteinas gB, gD e gH (McGeoch e
cols., J. Gen. Virol. (1988) 69: 1.531 e Patente U.S. N°
5.171.568) ;

Virus do herpes humano: antigenos derivados de outros
herpesvirus humanos, tais com o HHV6 e HHV7; e

HPV: incluindo antigenos associados ou derivados do
papilomavirus humano (HPV), por exemplo, um ou mais de E1 —
E7, L1, L2, e fusdes destes, particularmente as composigdes
da invengdo podem incluir uma particula semelhante a virus
(Virus-like) (VLP) que compreende a proteina principal do
capsideo L1, mais particularmente ainda, os antigenos do
HPV s3do protetores contra um ou mais dos sorotipos do HPV
6, 11, 16 e/ou 18.

Sd8o ainda fornecidos antigenos, composigdes, métodos,

e micrdbios incluidos em “Vaccines”, 4’ Edic3o (Plotkin e

Orenstein ed. 2004); “Medical Microbiology” 4°* Edicédo
(Murray e cols. ed. 2002); “Virology”, 3* Edicdo (W.K.
Joklik ed. 1988); “Fundamental Virology”, 2° Edigdao (B.N.
Fields e D.M. Knipe, eds. 1991), que sio contemplados em

conjunto com as composi¢des da presente invencéo.

Adicionalmente, antigenos incluem versdes vivas,
atenuadas, divididas e/ou purificadas de qualquer um dos
virus mencionados anteriormente.

Antigenos fingicos

Antigenos flngicos para uso na invengdo, associados a

vacinas, incluem aqueles descritos: nas Patentes U.S. N°°
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4.229.434 e 4.368.191 para profilaxia e tratamento de
tricofitose causada  por Trichophyton mentagrophytes;
Patentes U.S. N° 5.277.904 e 5.284.652 para uma vacina
para dermatdéfito de amplo espectro para a profilaxia de
infeccdo por dermatéfitos em animais, por exemplo,
porquinhos-da-india, gatos, coelhos, cavalos e cordeiros,
esses antigenos compreendendo uma suspensdo de T equinum,
T. mentagrophytes (var. granulare), M. canis e/ou M.
gypseum mortos em uma quantidade eficaz, opcionalmente
combinados com um adjuvante; Patentes U.S. N° 5.453.273 e
6.132.733 para uma vacina para tinha que compreende uma
quantidade eficaz de fungos homogeneizados, mortos por
formaldeido, ou seja, cultura de Microsporum canis em um
veiculo; Patente U.S. N° 5.948.413, que envolve proteinas
extracelulares e intracelulares para pitiose. Antigenos
adicionais identificados dentro das vacinas antiftngicas
incluem Ringvac bovis LTF-130 e Bioveta.

Além disso, antigenos flngicos para usoc na invengao
podem ser derivados de Dermatophytres, incluindo:
Epidermophyton floccusum, Microsporum audouini, Microsporum
canis, Microsporum distortum, Microsporum equinum,
Microsporum gypsum, Microsporum nanum, Trichophyton
concentricum, Trichophyton equinum, Trichophyton gallinae,
Trichophyton gypseum, Trichophyton megnini, Trichophyton
mentagrophytes, Trichophyton  quinckeanum, Trichophyton
rubrum, Trichophyton schoenleini, Trichophyton tonsurans,
Trichophyton verrucosum, T verrucosum var. album, var.
discoides, var. ochraceum, Trichophyton violaceum e/ou
Trichophyton faviforme.

Patdgenos flngicos para uso como antigenos ou na
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derivacdo de antigenos em conjunto com as composi¢des da

presente invencao compreendem  Aspergillus fumigatus,

Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Aspergillus
nidulans, Aspergillus terreus, Aspergillus sydowi,
Aspergillus flavatus, Aspergillus glaucus,
Blastoschizomyces capitatﬁs, Candida albicans, Candida

enolase, Candida tropicalis, Candida glabrata, Candida
krusei, Candida parapsilosis, Candida stellatoidea, Candida
kusei, Candida parakwsei, Candida lusitaniae, Candida
pseudotropicalis, Candida guilliermondi, Cladosporium
carrionii, Coccidioides Immitis, Blastomyces dermatidis,

Cryptococcus neoformans, Geotrichum clavatum, Histoplasma

capsulatum, Paracoccidioides brasiliensis, Pneumocystis
carinii, Pythiumn insidiosum, Pityrosporum ovale,
Sacharomyces cerevisae, Saccharomyces boulardii,

Saccharomyces pombe, Scedosporium apiosperum, Sporothrix
schenckii, Trichosporon beigelili, Toxoplasma gondii,
Penicillium marneffei, Malassezia spp., Fonsecaea spp.,
Wangiella spp., Sporothrix spp., Basidiobolus spp.,
Conidiobolus spp., Rhizopus spp, Mucor spp, Absidia spp,
Mortierella spp, Cunninghamella spp e Saksenaea spp.

Outros fungos dos quais antigenos podem ser derivados
incluem Alternaria spp, Curvularia spp, Helminthosporium
spp, Fusarium spp, Aspergillus spp, Penicillium spp,
Monolinia sSpp, Rhizoctonia spp., Paecilomyces spp,
Pithomyces spp e Cladosporium spp.

Processos para a produgdo de antigenos fangicos sdo
bem conhecidos na técnica (veja Patente U.S. N° 6.333.164).
Em algumas modalidades, uma fragdo solubilizada é extraida

e separada de uma fragdo insolivel que pode ser obtida de
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células fangicas das quais a parede celular foi
substancialmente removida ou pelo menos parcialmente

removida, caracterizada pelo fato de que o processo

compreende a obtengdo de células flngicas vivas; a obtengédo
de células fungicas das quais a parede celular foi
substancialmente removida ou pelo menos parcialmente
removida; o rompimento das células flngicas das quais a
parede celular foi substancialmente removida ou pelo menos
parcialmente removida; a obtengdo de uma fragdo insolivel;
e a extragdo e separagdo de uma fragdo solubilizada da
fragdo insoluvel.

Antigenos STD

Em algumas modalidades, micrébios (bactérias, virus
e/ou fungos) contra os quais as presentes composicdes e
métodos podem ser implementados incluem aqueles que causam
doengas sexualmente transmitidas (DSTs) e/ou aqueles que
apresentam em sua superficie um antigeno que possa ser o
alvo ou a composigdo de antigeno da invengdo. Em algumas
modalidades da invengdo, as composi¢des sdo combinadas com
antigenos derivados de um STD viral ou bacteriano.
Antigenos derivados de Dbactérias ou virus podem ser
administrados em conjunto com as composigdes da presente
inven¢do para fornecer proteg¢do contra pelo menos uma das
seguintes DSTs, dentre outras: clamidia, herpes genital,
hepatite (particularmente HCV), condiloma acuminatum,
gonorréia, sifilis e/ou cancrdide (veja, por exemplo, WO
00/15255) .

Em algumas modalidades, as composig¢des da presente
invengdo sdo co-administradas com um antigeno para a

prevengao ou o tratamento de uma DST.



10

15

20

25

30

72/136

Antigenos derivados dos seguintes virus associados as
DSTs, que foram descritos com mais detalhes acima, sdo co-
administrados com as composi¢des da presente invengao:
hepatite (particularmente HCV), HPV, HIV ou HSV.

Adicionalmente, antigenos derivados das seguintes
bactérias associadas as DSTs, que foram descritas com mais
detalhes acima, sdo co-administrados com as composig¢des da
presente invengdo: Neisseria gonorrhoeae, Chlamydia
pneumoniae, Chlamydia trachomatis, Treponema pallidum ou
Haemophilus ducreyi.

Antigenos respiratérios

Em algumas modalidades, o antigeno de fimbria gram-
positiva (por exemplo, de S. pneumoniae) €& um antigeno
respiratdédrio, e & usado em uma composig¢do imunogénica para
métodos de prevengdo e/ou tratamento de infecg¢do por um
patdégeno respiratdério, incluindo um virus, bactérias ou
fungos como, por exemplo, o virus sincicial respiratédrio
(RSV), PTV, virus da SARS, influenza, Bacillus anthracis,
particularmente por redugdo ou prevengdo de infecgdo e/ou
um ou mais sintomas de infecg¢do por um virus respiratdrio.
Uma composigdo gque compreende um antigeno aqui descrito,
por exemplo, um derivado de um virus, uma bactéria ou um
fungo respiratério, é administrada em conjunto com as
composigdes da presente invengdo a um individuo em risco de
ser exposto dquele micrdbio respiratdério em particular, que
foi exposto a um micrdébio respiratdédrio ou gque estéa
infectado com um virus, wuma bactéria ou um fungo
respiratdrio. As composig¢des da presente invengdo podem ser
co-administradas ao mesmo tempo ou na mesma formulag¢do com

um antigeno do patdgeno respiratdédrio. A administracdo da
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composigdo resulta em uma incidéncia e/ou gravidade

reduzida de um ou mais sintomas de uma infecgdo

respiratébria.

Antigenos pediatricos/geriatricos

Em élgumas modalidades, as composigdes da presente
inven¢do sdo usadas em conjunto com um ou mais antigenos
para o tratamento de uma populagdo pedidtrica, como em um
antigeno pediatrico. Em algumas modalidades, a idade dos
individuos na populagdo pediatrica & de menos de cerca de 3
anos de idade, ou menos de cerca de 2 anos, ou menos de
cerca de 1 ano de idade. Em algumas modalidades, o antigeno
pedidtrico (em conjunto com a composigdo da presente
invengdo) é administrado varias vezes ao longo de pelo
menos 1, 2 ou 3 anos.

Em algumas modalidades, as composi¢des da presente
invengdo sdo usadas em conjunto com um ou mais antigenos
para o tratamento de uma populagdo geriatrica, como em um
antigeno geridtrico. Em algumas modalidades, a idade dos
individuos na populagdo geridtrica é maior do que 50, 55,
60, 65, 70 ou 75 anos de idade.

Outros antigenos

Outros antigenos para uso em conjunto com as
composigdes da presente invencao incluem antigenos
associados a infecg¢des hospitalares (nosocomiais).

Em algumas modalidades, antigenos parasiticos si3o
contemplados em conjunto com as composigdes da presente
invengdo. Exemplos de antigenos parasiticos incluem aqueles
derivados de organismos que causam doeng¢as, incluindo, sem
limitagdo, maldria e/ou doenc¢a de Lyme.

Em algumas modalidades, os antigenos, em conjunto com
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as composi¢des da presente invengdo, estdo associados e/ou

sdo eficazes contra uma doenc¢a transmitida por um mosquito.
Em algumas modalidades, os antigenos em conjunto com as
composi¢des da presente invencdo estdo associados com e/ou
sdo eficazes contra encefalite. Em algumas modalidades, os
antigenos, em conjunto com as composi¢des da presente
invengdo, estdo associados e/ou s3o eficazes contra uma
infecg¢do do sistema nervoso.

Em algumas modalidades, os antigenos, em conjunto com
as composigdes da presente invencgdo, sdo antigenos
transmissiveis por meio do sangue ou de liquidos corporais.

Formulag¢des de antigeno

Em alguns aspectos da invencdo, sdo fornecidos métodos
de produgcdo de microparticulas que possuem antigenos
adsorvidos. Os métodos compreendem: (a) o fornecimento de
uma emulsdo por dispersdo de uma mistura que compreende:
(i) &gua, (ii) um detergente, (iii) um solvente orgdnico, e
(iv) um polimero biodegradavel selecionado do grupo que
consiste em um poli(a-hidréxi &cido), um acido poli-hidréxi
butirico, uma policaprolactona, um poliortoéster, um
polianidrido e um policianoacrilato. O polimero esta
tipicamente presente na mistura em uma concentrag¢do de
cerca de 1% a cerca de 30% em relacdo ao solvente orgdnico,
enquanto o detergente estd tipicamente presente na mistura
€m uma Proporgaoc peso-por-peso detergente-para-polimero de
cerca de 0,00001:1 a cerca de 0,1:1 (mais tipicamente,
cerca de 0,0001:1 a cerca de 0,1:1, cerca de 0,001:1 a
cerca de 0,1:1, ou cerca de 0,005:1 a cerca de 0,1:1); (b)
a remogdao do solvente orgdnico da emulsdo; e (c) a adsorcgéao

de um antigeno na superficie das microparticulas. Em
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algumas modalidades, o polimero biodegraddvel esta presente
em uma concentracdo de cerca de 3% a cerca de 10% em
relagdo ao solvente organico.

Em algumas modalidades, as microparticulas para uso na
invencdo podem ser formadas por materiais que sdo
esterilizaveis, atéxicos e biodegradaveis. Tais materiais
incluem, sem limitagdo, poli(a-hidréxi &cido), &acido poli-
hidréxi butirico, policaprolactona, poliortoéster,
polianidrido, PACA e policianocacrilato. Em algumas
modalidades, as microparticulas para uso com a presente
invengdo sdo derivadas de um poli(a-hidrdéxi &acido), em
particular, de uma poli(lactida) (“PLA”) ou um copolimero
de D,L-lactida e glicolida ou acido glicélico, por exemplo,
uma poli(D,L-lactida-co-glicolida) (“PLO” ou “PLGA”), ou um
copolimero de D,L-lactida e caprolactona. As
microparticulas podem ser derivadas de qualquer um dentre
varios materiais poliméricos de partida que possuem uma
variedade de pesos moleculares e, no caso dos copolimeros
como PLG, diversas proporgdes de lactida:glicolida, cuja
selegdo sera, em grande parte, uma gquestdo de escolha,
dependendo, em parte, da macromolécula co-administrada.
Esses pardmetros serdo discutidos com mais detalhe abaixo.

Antigenos adicionais também  podem incluir uma
preparagao de vesicula da membrana externa (OMV).

Os antigenos também podem ser adsorvidos a
peptidoglicanos de varias bactérias gram-positivas para a
produgdo de particulas gram-positivas intensificadoras da
matriz (GEM), como descrito em Bosnia e cols., Appl. Env.
Microbiol., 72: 880-889, 2006, cujo contelGdo total é aqui

incorporado por referéncia. Esse método se baseia na
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ligagdo ndo covalente do padrdo LysM (Buist e cols., J.

Bact., 177: 1.554-63, 1995; Bateman e Bycroft, J. Mol.
Biol., 299: 1.113-19, 2000) para o peptidoglicano da parede
celular de células tratadas com &acido. Resumidamente, um
antigeno polipeptidico ligado a um ou mais padrdes LysM
(por exemplo, ndo covalentemente ou covalentemente (por
exemplo, como uma proteina de fusdo ou por conjugagao)) é
adicionado as bactérias gram-positivas tratadas com acido.
Os peptideos do antigeno se ligam com alta afinidade, e
podem ser usados em composi¢des imunogénicas. Acidos
exemplares usados nesses métodos incluem acido
tricloroacético (por exemplo, a 0,1%-10%), acético acido
(por exemplo, a 5,6 M), HCl (por exemplo, a 0,01 M), &cido
latico (por exemplo, a 0,72 M) e A&cido férmico (por
exemplo, a 0,56 M).

Métodos . de formulagao e antigenos adicionais
(especialmente antigenos tumorais) sdo fornecidos na
Patente U.S. N° de Série 09/581.772.

Referéncias de antigenos

As seguintes referéncias, cada uma das quais &
especificamente incorporada por referéncia em sua
totalidade, incluem antigenos dteis em conjunto com as
composigdes da presente invencgdo:

Pedido de patente internacional WO 99/24578.

Pedido de patente internacional WO 99/36544.

Pedido de patente internacional WO 99/57280.

Pedido de patente internacional WO 00/22430.

Tettelin e cols. (2000) Science 287: 1.809-1.815.

Pedido de patente internacional WO 96/29412.

Pizza e cols. (2000) Science 287: 1.816-1.820.
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PCT WO 01/52885.

Bjune e cols. (1991) Lancet 338 (8.775).
Fuskasawa e cols. (1999) Vvaccine 17: 2.951-2.958.

Rosengist e cols. (1998) Dev. Biol. Strand 92: 323-

Costantino e cols. (1992) Vaccine 10: 691-698.
Costantino e cols. (1999) Vaccine 17: 1.251-1.263.
Watson (2000) Pediatr. Infect. Dis. J. 19: 331-332.
Rubin (20000) Pediatr. Clin. North Am. 47: 269-285, V.

Jedrzejas (2001) Microbiol. Mol. Biol. Rev. 65: 187-

Pedido de patente internacional depositado em 3 de

julho de 2001, que reivindica prioridade para GB 0016363.4;

WO 02/02606; PCT IB/01/00166.

Kalman e cols. (1999) Nature Genetics 21: 385-389.
Read e cols. (2000) Nucleic Acids Res. 28: 1.397-406.

Shirai e cols. (2000) J. Infect. Dis. 181(Supl. 3):

S524-8527.

80.

355.

Pedido de patente internacional WO 99/27105.

Pedido de patente internacional WO 00/27994.

Pedido de patente internacional WO 00/37494.

Pedido de patente internacional WO 99/28475.

Bell (2000) Pediatr. Infect. Dis. J. 19: 1.187-1.188.
Iwarson (1995) APMIS 103: 321-326.

Gerlich e cols. (1990) Vaccine 8 Supl.: S63-68 & 79-

Hsu e cols. (1999) cClin. Liver Dis. 3: 901-915.

Gastofsson e cols. (1996) N. Engl. J. Med. 334-: 349-

Rappuoli e cols. (1991) TIBTECH 9: 232-238.
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“Vaccines” (1988) eds. Plotkin & Mortimer. ISBN O0-

7216-1946-0.

Del Guidice e <cols. (1998) Molecular Aspects of
Medicine 19: 1-70.

Pedido de patente internacional WO 93/018150.

Pedido de patente internacional WO 99/53310.

Pedido de patente internacional WO 98/04702.

Ross e cols. (2001) Vaccine 19: 135-142.

Sutter e cols. (2000) Pediatr. Clin. North Am. 47:
287-308.

Zimmerman & Spann (1999) Am. Fan. Physician 59: 113-
118, 125-126.

Dreensen (1997) Vaccine 15 Supl. S2-6.

MMWR Morb. Mortal. Wkly. rep. janeiro de 1998 16:
47(1): 12, 9.

McMichael (2000) Vaccine 19 Supl. 1: S101-107.

Schuchat (1999) Lancet 353(9146):51-6.

Pedidos de patente G.B. 0026333.5, 0028727.6 e
0105640.7.

Dale (1999) Infect. Disclin. North Am. 13: 227-43,
viii. |

Ferretti e cols. (2001) PNAS USA 98: 4.658-4.663.

Kuroda e cols. (2001) Lancet 357 (9264): 1.225-1.240;
veja também as pdginas 1.218-1.219.

Ramsay e cols. (2001) Lancet 357(9251): 195-196.

Lindberg (1999) Vaccine 17 Supl. 2: S28-36.

Buttery & Moxon (2000) J. R. Coll. Physicians Long 34:
163-168.

Ahmad & Chapnick (1999) Infect. Dis. Clin. North Am.

13: 113-133, wvii.
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Goldblatt (1998) J. Med. Microbiol. 47: 663-567.

Patente européia 0 477 508.

Patente U.S. N° 5.306.492.

Pedido de patente internacional WO 98/42721.

“Conjugate Vaccines” (eds. Cruse e cols.) 1ISBN
3805549326, particularmente vol. 10: 48-114.

Hermanson (1996) “Bioconjugate Techniques” ISBN:
012323368 & 012342335X.

Pedido de patente européia 0372501.

Pedido de patente européia 0378881.

Pedido de patente européia 0427347.

Pedido de patente internacional WO 93/17712.

Pedido de patente internacional WO 98/58668.

Pedido de patente européia 0471177.

Pedido de patente internacional WO 00/56360.

Pedido de patente internacional WO 00/67161.

Proteinas de fusdo

As proteinas gram-positivas (por exemplo, de S.
pneumoniae) usadas na invengdo podem estar presentes na
composigdo como polipeptideos separados individuais. Em
algumas modalidades, pelo menos dois (ou seja, 2, 3, 4, 5,
6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 ou 18) dos
antigenos sdo expressos como uma cadeia polipeptidica
simples (um polipeptideo “hibrido” ou de “fusdo”) que
inclui uma subunidade da fimbria. Esses polipeptideos de
fusdo oferecem duas vantagens principais: primeiro, um
polipeptideo que pode ser instavel ou pouco expresso por si
préprio pode ser auxiliado por adigdo de um parceiro de
fusdo adequado que supera o problema; em segundo lugar, a

fabricagdo comercial & simplificada, na medida em que
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apenas uma expressdo e uma purificagdo precisam ser usadas
a fim de produzir dois polipeptideos gque sdo, ambos,
antigenicamente Gteis.

O polipeptideo de fusd3o pode compreender uma ou mais
seqiiéncias polipeptidicas de fimbrias gram-positivas (por
exemplo, de S. pneumoniae). Conseqlentemente, a invengao
inclui um ou mais peptideos de fusdo que compreendem uma
primeira seqiiéncia de aminodcidos e uma segunda sequéncia
de aminodcidos, em gque as referidas primeira e segunda
seqiéncias de aminodcidos sdo selecionadas de uma proteina
de fimbria gram-positiva ou um fragmento desta. Em algumas
modalidades, a primeira e a segunda sequUéncias de
aminodcidos no polipeptideo de fusdo compreendem epitopos
diferentes da mesma proteina.

Em algumas modalidades, a presente invengcao fornece
hibridos (ou fusdes) que compreendem seqiéncias - de
aminodcidos de dois, trés, quatro, cinco, sais, sete, oito,
nove ou dez antigenos. Em algumas modalidades, a invencio
fornece hibridos que compreendem sequéncias de aminodcidos
de dois, trés, quatro ou cinco antigenos.

Diferentes polipeptideos hibridos podem ser misturados
em conjunto em uma Gnica formula¢3o. Dentro dessas
combinagdes, seqléncia de uma fimbria gram-positiva (por
exemplo, de S. pneumoniae) pode estar presente em mais de
um polipeptideo hibrido e/ou como um polipeptideo nio
hibrido. Em algumas modalidades, um antigeno estd presente
como um hibrido ou como um ndo hibrido, mas n3o como ambos.

Polipeptideos hibridos podem ser representados pela
férmula NH2<A—{—X—L—}n-BCOOH, em que: X é uma sequéncia de

aminodcidos de uma proteina de uma fimbria gram-positiva
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(por exemplo, de S. pneumoniae) ou um fragmento desta; L &
uma seqiiéncia de aminodcidos vinculadora opcional; A & uma
seqiiéncia de aminodcidos do terminal N opcional; B € uma
seqiéncia de aminodcidos do terminal C opcional; e n é 2,
3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 ou 15.

Caso uma porcg¢ido -X- possua uma sequéncia peptidica
lider em sua forma do tipo selvagem, essa pode ser incluida
ou omitida na proteina hibrida. Em algumas modalidades, os
peptideos lideres sdo eliminados, exceto aquele da porgdo-
X- localizado no terminal N da proteina hibrida, ou seja, o
peptideo lider de X; sera retido, mas os peptideos lideres
de X; ... X, serdo omitidos. Isso equivale a eliminar todos
os peptideos lideres e com o uso do peptideo lider de X,
como porgao -A-.

Para cada n casos de {—X—L—}, a sequéncia de
aminodcidos vinculadora -L- pode estar presente ou ausente.
Por exemplo, quando n = 2, o hibrido pode ser NH,-X;-L;-X,-
L,-COOH, NH,-X;-X,-COOH, NH,-X;-L;-X,-COOH, NH,-X;-X,-L,-COOH
etc. Sequéncias de aminodcidos vinculadoras -L- tipicamente
serdo curtas (por exemplo, 20 aminodcidos ou menos, ou
seja, 19, 18, 17, 16, 15, 14, 13, 12, 11, 10, 9, 8, 7, 6,
5, 4, 3, 2, 1). Exemplos compreendem sequéncias peptidicas
curtas que facilitam a clonagem, vinculadores de poli-
glicina (ou seja, que compreendem Gly,, em que n = 2, 3, 4,
5, 6, 7, 8, 9, 10 ou mais), e tags de histidina (ou seja,
His, em que n = 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 ou mais). Outras
seqiéncias de aminodcidos vinculadoras adequadas ficardo
evidentes para aqueles habilitados na técnica. Um
vinculador Gtil é GSGGGG (ID. DE SEQ. N°: 53), com O

dipeptideo Gly-Ser sendo formado por um sitio de restricdo
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BamHI, ajudando, dessa forma, a clonagem e manipulagdo, e o
tetrapeptideo (Gly), sendo um vinculador de poli-glicina
tipico.

Em algumas modalidades, -A- €& uma sequéncia de
aminodcidos do terminal N opcional. Ela tipicamente sera
curta (por exemplo, 40 aminodcidos. ou menos, ou seja, 39,'
38, 37, 36, 35, 34, 33, 32, 31, 30, 29, 28, 27, 26, 25, 24,
23, 22, 21, 20, 19, 18, 17, 16, 15, 14, 13, 12, 11, 10, 9,
8, 7, 6, 5, 4, 3, 2, 1). Exemplos incluem sequéncias
lideres para dirigir o trafego de proteina, ou sequéncias
peptidicas curtas que facilitam a clonagem ou purificagdo
(por exemplo, tags de histidina, ou seja, His,, em que n =
3, 5, 6, 7, 8, 9, 10 ou mais). Outras sequiéncias de
aminodcidos do terminal N adequadas ficardo evidentes para
aqueles habilitados na técnica. Caso X; ndo possua sua
prépria metionina do terminal N, em algumas modalidades -A-
é um oligopeptideo (por exemplo, com 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 ou
8 aminodcidos) que fornece uma metionina do terminal N.

Em algumas modalidades, -B- & uma seqguéncia de
aminodcidos do terminal C opcional. Essa tipicamente sera
curta (por exemplo, 40 aminodcidos ou menos, oOu seja, 39,
38, 37, 36, 35, 34, 33, 32, 31, 30, 29, 28, 27, 26, 25, 24,
23, 22, 21, 20, 19, 18, 17, 16, 15, 14, 13, 12, 11, 10, 9,
8, 7, 6, 5, 4, 3, 2, 1). Exemplos incluem sequéncias para
dirigir o trafego de proteinas, seqiéncias peptidicas
curtas que facilitam a clonagem ou purificacdo (por
exemplo, que compreendem tags de histidina, ou seja, Hisy,
em que n = 3, 5, 6, 7, 8, 9, 10 ou mais), ou sequiéncias que
aumentam a estabilidade da proteina. Outras seqiéncias de

aminodcidos do terminal C adequadas ficardo evidentes para
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aqueles habilitados na técnica.

Em algumas modalidades, n é 2 ou 3.
Composigdes imunogénicas e medicamentos

Em algumas modalidades, as composi¢des da invengdo sdo
composi¢des imunogénicas. Em algumas modalidades, as
composi¢des sdo composigdes de vacina. Em algumas
modalidades, o pH da composigdo & entre 6 e 8 e, em algumas
modalidades, é de cerca de 7. O pH pode ser mantido pelo
uso de um tampdo. A composigdo pode ser estéril e/ou isenta
de pirogénio. A composigdo pode ser isoténica com relagado
aos seres humanos. Em algumas modalidades, a composigdo é
um injetavel estéril.

Vacinas de acordo com a invengao podem  ser

profildticas (ou seja, para evitar a infecgdo) ou
terapéuticas (ou seja, para tratar a infecgao) .
Conseqientemente, a invengdo fornece métodos para O

tratamento terapéutico ou profildtico de uma infecgdo
bacteriana gram-positiva (por exemplo, por S. pneumoniae)
em um animal suscetivel a essa infecgdo bacteriana gram-
positiva (por exemplo, por S. pneumoniae) que compreende a
administracdo ao referido animal de uma quantidade
terap8utica ou profildtica das composigles da invengao. Por
exemplo, a invengdo inclui métodos para O tratamento
terapéutico ou profilatico de uma infecgdo por S.
pneumoniae em um animal suscetivel a infecg¢do
estreptocdcica que compreende a administracdo ao referido
animal de uma gquantidade terapéutica ou profilatica das
composi¢des da invengao.

A invencdo também fornece composigdes da inven¢do para

uso das composigdes aqui descritas como um medicamento. Em



10

15

20

25

30

84/136

algumas modalidades, o medicamento desperta uma resposta
imunolégica em um mamifero (ou seja, ele & uma composigao
imunogénica). Em algumas modalidades, o medicamento é uma
vacina.

A invencdo também fornece o uso das composigdes da
invencdo na fabricagdo de um medicamento para despertar uma
resposta imunolégica em um mamifero. Em algumas
modalidades, o medicamento & uma vacina.

A invencdo também fornece kits que compreendem um ou
mais recipientes de composig¢des da invengdo. As composigdes
podem estar em forma liquida ou podem ser liofilizadas, bem
como antigenos individuais. Recipientes adequados para as
composi¢des incluem, por exemplo, garrafas, frascos,
seringas e tubos de ensaio. Os recipientes podem ser
formados por diversos materiais, incluindo vidro ou
plastico. Um recipiente pode ter uma entrada de acesso
estéril (por exemplo, o recipiente pode ser uma bolsa de
solucdo intravenosa ou um frasco que possui uma tampa que
possa ser perfurada por uma agulha de injegdo hipodérmica) .
A composigdo pode compreender um primeiro componente que
compreende uma ou mais fimbrias gram-positivas (por
exemplo, de S. pneumoniae) ou proteinas da fimbria. Em
algumas modalidades, as fimbrias gram-positivas ou
proteinas da fimbria estdo em uma forma oligomérica ou
hiperoligomérica.

O kit pode ainda compreender um ségundo recipiente que
compreende um tampdo farmaceuticamente aceitavel, por
exemplo, solugao salina tamponada com fosfato, solugdo de
Ringer ou solugdo de dextrose. Ele também pode conter

outros materiais uGteis ao usudrio final, incluindo outros



10

15

20

25

30

85/136

tampdes, diluentes, filtros, agulhas e seringas. O kit
também pode compreender um segundo ou terceiro recipignte
com outro agente ativo, por exemplo, um antibidtico.

O kit também pode compreender uma bula que contenha
instrucdes escritas para os métodos de inducgédo de imunidade
contra uma bactéria gram-positiva (por exemplo, S.
pneumoniae) ou para © tratamento de infec¢des bacterianas
gram-positivas. A bula pode ser uma versdo preliminar ndo
aprovada da bula ou pode ser uma bula aprovada pelo FDA
(“Food and Drug Administration” - agéncia governamental
americana que regula e fiscaliza a fabricagdo de
comestiveié,_ drogas e cosméticos) ou por outra agéncia
reguladora.

A invencdo também fornece um dispositivo de liberagdo
pré-preenchido com as composigdes imunogénicas da invengao.

A invencdo também fornece métodos para a inducdo de

uma resposta imunolégica em um mamifero que compreendem a

etapa de administragcdo de uma quantidade eficaz de uma
composigdo da invengdo. A resposta imunoldégica €&, em
algumas modalidades, protetora e, em algumas modalidades,
envolve imunidade por anticorpos e/ou imunidade mediada por
células. Essa resposta imunolégica preferivelmente induzira
imunidade por anticorpos duradoura (por exemplo,
neutralizacdo) e uma imunidade mediada por células que
possa responder rapidamente mediante exposi¢do a um ou mais
antigenos gram-positivos (por exemplo, de S. pneumoniae) . O
método pode despertar uma resposta de reforco.

A invencdo fornece um método de neutralizacao de uma
infeccdo bacteriana gram-positiva (por exemplo, por S.

pneumoniae) em um mamifero que compreende a administragao
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ao mamifero de uma quantidade eficaz das composigles
imunogénicas da invengdo, uma vacina da invengao ou
anticorpos que reconhecem uma CcOmMPOSigao imunogénica da
invencgao.

Em algumas modalidades, ©O mamifero é& um ser humano.
Quando a vacina for para uso profildtico, o ser humano
podera ser do sexo masculino ou feminino (uma crianga ou um
adolescente). Alternativamente, o ser humano pode ser um
idoso (por exemplo, acima 50, 55, 60, 65, 70 ou 75 anos de
idade) e pode ter uma doenga subjacente como, por exemplo,
diabetes ou cdncer. Em algumas modalidades, o ser humano é
uma mulher gravida ou um adulto idoso.

Em algumas modalidades, esses usos € métodos sao para
a prevencdo e/ou o tratamento de uma doenca causada por uma
bactéria gram-positiva (por exemplo, S. pneumoniae) . As
composi¢gdes também podem ser eficazes contra outras
bactérias estreptocécicas. As composigdes também podem ser
eficazes contra outras bactérias gram-positivas.

Um método para verificar a eficacia do tratamento
terapéutico envolve o monitoramento da infecg¢do bacteriana
gram-positiva' (por exemplo, por S. pneumoniae) apbs a
administracdo de uma ou mais composigdes da invencdo. As
respostas imunoldégicas contra os antigenos gram-positivos
(por exemplo, de S. pneumoniae) nas composi¢des da invengdo
podem ser monitoradas apds a administracdo das composigdes.

Um método nao limitante de avaliagao da
imunogenicidade das proteinas componentes das composigdes
imunogénicas da presente invengdo & a expressdo das
proteinas de forma recombinante e pesquisar o soro do

paciente ou suas secreg¢des mucosas por imunoblot. Uma
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reacdo positiva entre a proteina e o soro do paciente
indica que o paciente desenvolveu previamente uma resposta
imunolégica & proteina em questdo, ou seja, a proteina & um
imunégeno. Esse método também pode ser usado para
identificar proteinas e/ou epitopos imunodominantes.

Ooutro método ndo limitante de verificagdo da eficacia
do tratamento terapéutico envolve o monitoramento da
infeccdo bacteriana gram-positiva (por exemplo, por S.
pneumoniae) apdés administragdo das composigdes da invengao.
Um meio de verificar a eficdcia do tratamento profildtico
envolve o monitoramento das respostas imunoldgicas tanto
sistemicamente (por exemplo, monitoramento do nivel de

producdo de IgGl e IgG2a) quanto nas mucosas (por exemplo,

monitoramento do nivel de produgdo de IgA) contra os

antigenos gram-positivos (por exemplo, de S. pneumoniae)
nas composi¢des da invengdo apds administragdo da
composigdo. Tipicamente, respostas de anticorpos séricos
especificos para bactérias gram-positivas s8o determinadas
pds-imunizagdo, mas pré-ataque.

As composic¢des de vacina da presente invengdo podem,
em algumas modalidades, ser avaliadas em modelos animais in
vitro e in vivo antes da administragdo ao hospedeiro, por
exemplo, ao ser humano.

A eficdcia de composigdes imunogénicas da invengdo
também pode ser determinada in vivo atacando-se modelos
animais de infeccdo por bactérias gram-positivas (por
exemplo, por S. pneumoniae), por exXxemplo, porquinhos-da-
india ou camundongos, com as composi¢des imunogénicas. As
composicdes imunogénicas podem ou ndo ser derivadas dos

mesmos sorotipos que os sorotipos de ataque. Em algumas
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modalidades, as composi¢des imunogénicas sdo derivaveis dos
mesmos sorotipos que os sorotipos de ataque. Em algumas
modalidades, a composigdo imunogénica e/ou os sorotipos de
ataque sdo derivaveis do grupo de sorotipos gram-positivos
(por exemplo, de S. pneumoniae) .

Modelos de eficacia in vivo incluem, sem limitagdo:
(i) um modelo de infecgdo murideo que utiliza sorotipos de
bactérias gram-positivas humanas (por exemplo, de S.
pneumoniae); (ii) um modelo de doenca murideo que é um
modelo murideo que usa uma cepa de bactérias gram-positivas
adaptada ao camundongo (por exemplo, S. pneumoniae), tais
como aquelas cepas que sdo particularmente virulentas em
camundongos e (iii) um modelo primata que usa isolados de
bactérias gram-positivas humanas (por exemplo, de S.
pneumoniae) .

A resposta imunoldgica pode ser uma ou ambas de uma
resposta imunoldgica TH1 e uma resposta TH2.

A resposta imunoldégica  pode ser uma resposta
imunolégica aumentada ou intensificada ou uma resposta
imunoldégica alterada.

A resposta imunoldgica pode ser uma ou ambas de uma
resposta imunoldégica sistémica e uma resposta imunoldgica
mucosa.

Em algumas modalidades, a resposta imunoldgica & uma
resposta sistémica e/ou mucosa aumentada.

Uma imunidade sistémica e/ou de mucosa aumentada €
refletidav em uma resposta imunolégica TH1 e/ou TH2
aumentada. Em algumas modalidades, a resposta imunolégica
aumentada inclui um aumento na produgdo de IgGl e/ou IgG2a

e/ou IgA.
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Em algumas modalidades, a resposta imunoldgica mucosa
& uma resposta imunoldégica TH2. Em algumas modalidades, a
resposta imunoldégica mucosa inclui um aumento na produgao
de IgA.

Ccélulas TH2 ativadas aumentam a produgdo de anticorpo
e sdo, portanto, iteis na resposta as infecgdes
extracelulares. Células TH2 ativadas podem secretar um ou
mais de IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10. Uma resposta imunoldgica
TH2 pode resultar na produgdo de IgGl, IgE, IgA e células B
de membéria para protegdo futura.

Uma resposta imunolégica TH2 pode incluir um ou mais
de um aumento em uma ou mais das citocinas associadas a uma
resposta imunoldégica TH2 (por exemplo, IL-4, IL-5, IL-6 e
IL-10), ou um aumento na produgdo de IgGl, IgE, IgA e
células B de memdria. Em algumas modalidades, a resposta
imunolégica TH2 aumentada incluira um aumento na produgao
de IgG1l.

Uma resposta imunoldgica TH1 pode incluir um ou mais
de um aumento em CTLs, um aumento em uma ou mais das
citocinas associadas a uma resposta imunolégica TH1 (por
exemplo, IL-2, IFN-y e TNF-B), um aumento em macrbfagos
ativados, um aumento da atividade de NK ou um aumento na
producdo de IgG2. Em algumas modalidades, a resposta
imunolégica TH1 aumentada incluira um aumento na produgao
de IgGZ2.

As‘ composigdes imunogénicas da invengdo, - em
particular, as composigdes imunogénicas que compreendem um
ou mais antigenos de fimbrias gram-positivas (por exemplo,
de S. pneumoniae) da presente invencdo, podem ser usadas

tanto isoladamente quanto em combinagdo com outros
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antigenos, opcionalmente com um agente imunorregulador
capaz de despertar uma resposta Thl e/ou Th2.

As composigdes da invengado geralmente serao
administradas diretamente a um paciente. Certas vias podem
ser favoraveis a certas composi¢des, na medida em que
resultam na geragdo de uma resposta imunoldgica mais
eficaz, preferivelmente uma resposta CMI, ou em que possuem
menor probabilidade de induzir efeitos colaterais, ou em
que sdo mais faceis para administragdo. A liberagdo direta
pode ser obtida por injegdo parenteral (por exemplo,
subcuténea, intraperitoneal, intradérmica, intravenosa,
intramuscular ou no espago intersticial de um tecido), ou
por administragdo retal, oral (por exemplo, comprimido,
spray), vaginal, tdépica, transdérmica (por exemplo, veja WO
99/27961) ou transcutdnea (por exemplo, veja WO 02/074244 e
WO 02/064162), intranasal (por exemplo, veja WO 03/028760),
ocular, aural, pulmonar ou a outra mucosa.

Em algumas modalidades, a invengdo pode ser usada para
despertar imunidade sisté&mica e/ou mucosa.

Em algumas modalidades, a composigdo imunogénica
compreende um ou mais antigenos de fimbrias gram-positivas
(por exemplo[ de S. pneumoniae) que despertam uma resposta
de anticorpo neutralizante e um ou mais antigenos de
fimbrias gram-positivas (por exemplo, de S. pneumoniae) que
despertam uma resposta imunoldgica mediada por células. Em
algumas modalidades, a resposta de anticorpo neutralizante
evita ou inibe uma infecg¢do bacteriana gram-positiva
inicial, enquanto a resposta imunoldégica wmediada por
células capaz de despertar uma resposta celular Thl

aumentada evita a disseminacdo posterior da infecgdo. A
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composicdo imunogénica pode incluir um ou mais antigenos de
fimbrias gram-positivas e um ou mais antigenos que ndo sao
de fimbrias gram-positivas, por exemplo, antigenos
citoplasmdticos. Em algumas modalidades, a composigao
imunogénica compreende um ou mais antigenos de superficie
gram-positivos ou semelhantes e um ou mais antigenos, por
exemplo, um antigeno citoplasmitico capaz de despertar uma
resposta celular Thl.

A dosagem do tratamento pode ser um esquema de dose
Gnica ou um esquema de doses maltiplas. Doses maltiplas
podem ser usadas em um esquema de imunizacdo primdria e/ou
em um esquema de imunizagdo de reforgco. Em um esquema de
doses miltiplas, as varias doses podem ser dadas pela mesma
via ou por vias diferentes, por exemplo, uma dose inicial
parenteral e um reforgo mucoso, uma dose inicial mucosa e
um reforgo parenteral etc.

As composicdes da invengdo podem ser preparadas em
varias formas. Por exemplo, as composigles podem ser
preparadas como injetaveis, tanto como solucdes liquidas
quanto como suspensdes. Formas sdélidas adequadas para
solugcdo, ou suspensdo, em velculos liquidos, antes da
injegdo, também podem ser preparadas (por exemplo, uma
composicdo liofilizada). A composigdo pode ser preparada
para administragdo tdépica, por exemplo, como uma pomada,
creme ou pd. A composigdo pode ser preparada para
administracdo oral, por exemplo, como um comprimido ou uma
cdpsula, como um spray Ou coOmo um Xarope (opcionalmente
flavorizado). A composigdo pode ser preparada para
administragdo pulmonar, por exemplo, como um inalador, com

o uso de um pé fino ou um spray. A composigdo pode ser
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preparada como um supositério ou pessario. A composigao
pode ser preparada para administracdo nasal, aural ou
ocular, por exemplo, como gotas. A composigdo pode ser na
forma de kit, projetado de tal forma que uma composigdo
combinada seja reconstituida imediatamente antes da
administracdo a um paciente. Esses kits podem compreender
um ou mais antigenos em forma ligquida e um ou mais
antigenos liofilizados.

As composi¢des imunogénicas usadas como as vacinas

compreendem uma quantidade imunologicamente eficaz de

antigeno(s), além de gquaisquer outros componentes, por
exemplo, antibiéticos, como for necessario. O termo
*quantidade imunologicamente eficaz” significa que a

administracdo daquela quantidade a um individuo, tanto em
uma dose fGnica quanto como parte de uma série, é eficaz

para o tratamento ou a prevengdo, ou para aumento de uma

resposta imunolégica mensurdvel, ou para evitar ou reduzir

um sintoma clinico. Essa quantidade varia, dependendo da
satide e da condic¢do fisica do individuo a ser tratado, da
idade, do grupo taxondmico do individuo a ser tratado (por
exemplo, primata ndo humano, primata etc.), da capacidade
do sistema imunolégico do individuo para sintetizar
anticorpos, do grau de protegdo desejado, da formulagdo da
vacina, da avaliacdo do médico responsdvel pela situagdo
médica e de outros fatores relevantes. Espera-se dque a
quantidade caia em uma faixa relativamente ampla gue pode
ser determinada por meio de experimentos de rotina.
Componentes adicionais da composigdo

As composi¢des da invengdo compreenderdo tipicamente,

além dos componentes mencionados acima, um ou mais
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“veiculos farmaceuticamente aceitaveis”, que incluem
qualquer veiculo que, por si préprio, nédo induza a produgao
de anticorpos danosos ao individuo que recebe a composigdo.
Veiculos adequados sdo tipicamente macromoléculas grandes,
lentamente metabolizadas como, por exemplo, proteinas,
polissacarideos, &acidos polilaticos, dcidos poliglicélicos,
aminoiacidos poliméricos, copolimeros de aminoacidos e
agregados lipidicos (por exemplo, goticulas de ©6leo ou
lipossomos) . Esses veiculos sdo bem conhecidos por aqueles
habilitados na técnica. As vacinas também podem conter
diluentes, por exemplo, &gua, solugdo salina, glicerol etc.
Adicionalmente, substincias auxiliares, por exemplo,
agentes umidificantes ou emulsificantes, substéancias de
tamponamento do pH, e semelhantes, podem estar presentes.

Uma discussido detalhada sobre excipientes farmaceuticamente

aceitaveis esta disponivel em Gennaro (2000) “Remington:
The Science and Practice of Pharmacy”. 20* ed., ISBN:
0683306472.
Adjuvantes

As vacinas da invencdo podem ser administradas em
conjunto com outros agentes imunorreguladores. Em
particular, as composigdes incluirdo normalmente um ou mais
adjuvantes. Adjuvantes para uso com a invencdo incluem, sem
limitacdo, um ou mais dos seguintes apresentados abaixo:

A. Composig¢Bes que contém minerais

Composicdes que contém minerais adequadas para uso
como adjuvantes na invengdo incluem sais minerais, tais
como sais de aluminio e sais de calcio. A invengdo inclui
sais minerais como, por exemplo, hidréxidos (por exemplo,

oxihidréxidos), fosfatos (por exemplo, hidroxifosfatos,



10

15

20

25

30

94/136

ortofosfatos), sulfatos etc. (por exemplo, veja o0s
capitulos 8 e 9 de “Vaccine Design” (1995) eds. Powell &
Newman. ISBN: 030644867X. Plenum) , ou misturas de
diferentes compostos minerais (por exemplo, uma mistura de
um adjuvante fosfato e um adjuvante hidréxido,
opcionalmente com um excesso do fosfato), com os compostos
assumindo qualquer forma (por exemplo, gel, cristalina,
amorfa etc.), e com adsorcdo aos sais sendo preferida. As
composig¢des que contém minerais também podem ser formuladas
como uma particula de sal metdlico (WO 00/23105) .

Sais de aluminio podem ser incluidos nas vacinas da
invencdo de tal forma que a dose de Al®** esteja entre 0,2 e
1,0 mg por dose.

B. EmulsSes oleosas

Composigdes de emulsdo oleosas adequadas para uso cCoOmo
adjuvantes na invengdo incluem emulsdes esqualeno-agua,
tais como MF59 (Esqualeno 5%, Tween 80™ 0,5% e Span™ 85
0,5%, formuladas em particulas submicron com O uso de um
microfluidificador). Veja WO 90/14837. Veja também Podda,

“The adjuvanted influenza vaccinnes with novel adjuvants:

experience with the MF59-adjuvanted vaccinne”, Vaccine
(2001) 19: 2.673-2.680; Frey e cols., “Comparison of the
safety, tolerability, and immunogenicity of a MF59-

adjuvanted influenza vaccine and a non-adjuvanted influenza
vaccine in non-elderly adults”, Vaccine (2003) 21: 4.234-
4.237. MF59 é& usado como o adjuvante na vacina de
subunidade trivalente do virus influenza FLUAD™.

Em algumas modalidades, adjuvantes para usoO nas
composigdes sdo emulsdes submicron Sleo-em-agua. Em algumas

modalidades, emulsdes submicron O&leo-em-adgua para uso na
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invencdo sdo emulsdes esqualeno/agua que opcionalmente
contém quantidades variadveis de MTP-PE, por exemplo, uma
emulsdo submicron &leo-em-dgua que contém esqualeno 4-5%
p/v, Tween go™ 0,25-1,0% p/v (monooleato de
polioxietillenossorbitano) e/ou Span™ 85 0,25-1,0%
(trioleato de sorbitano) e, opcionalmente, N-acetilmuramil-
L-alanil-D-isoglutaminil-L-alanina-2-(P-2'-dipalmitoil-sn-

glicero—3-hidroxifosfophoriloxi)—etilamina (MTP-PE) , por
exemplo, a emulsdo submicron &leo-em-agua conhecida como
“MF59” (Publicac¢do Internacional N° WO 90/14837; Patentes
U.S. N°° 6.299.884 e 6.451.325, aqui incorporados por
referdncia em sua totalidade; e Ott e cols., “MF59 - Design
and Evaluation of a Safe and Potent Adjuvant for Human
Vaccines” em 'Vaccine Design: The Subunit and Adjuvant

Approach” (Powell, M.F. e Newman, M.J. eds.) Plenum Press,

Nova York, 1995, pp. 277-296). MF59 contém Esqualeno 4-5%

p/v (por exemplo, 4,3%), 0,25-0,5% p/v Tween go™, e 0,5%
p/v Span gs™ e, opcionalmente, contém varias quantidades
de MTP-PE, formulado em particulas submicron com O usoO de
um microfluidificador, por exemplo, © microfluidificador
Modelo 110Y (Microfluidics, Newton, MA). Por exemplo, MTP-
PE pode estar presente em uma quantidade de cerca de 0-500
ug/dose, cerca de 0-250 pg/dose e cerca de 0-100 pg/dose.
Como aqui usado, o termo “MF59-0” refere-se a emulsdo
submicron 6leo-em-agua acima desprovida de MTP-PE, enquanto
o termo “MF59-MTP” representa uma formulagdo que contém
MTP-PE. Por exemplo, “MF59-100” contém 100 pg de MTP-PE por
dose, e assim por diante. MF69, outra emulsdo submicron
6leo-em-dgua para uso na invengdo, contém esqualeno 4,3%

p/v, Tween 80™ 0,25% p/v e Span gs™ 0,75% p/v e,
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opcionalmente, MTP-PE. Ainda outra emulsdo submicron 6leo-
em-agua é MF75, também conhecido como SAF, que contém
esqualeno 10%, Tween so™ 0,4%, 5% polimero bloqueado-
plurdnico L121 e thr-MDP, também microfluidizado em uma
emulsdio submicron. MF75-MTP representa uma formulagdo MF75
que inclui MTP, por exemplo, de 100-400 ng de MTP-PE por
dose.

Emulsdes submicron ©6leo-em-agua, métodos de sua
fabricacdo e agentes imunoestimulantes, por exemplo,
muramil peptideos, para uso nas composigdes, s3o descritos
em detalhe na Publicac3o Internacional N° WO 90/14837 e
Patentes U.S. N° 6.299.884 e 6.451.325, aqui incorporados
por referéncia em sua totalidade.

O adjuvante completo de Freund (CFA) e o© adjuvante
incompleto de Freund (IFA) também podem ser usados como
adjuvantes na invengdo.

C. Formulag¢des de saponina

Formulacdes de saponina também podem ser usadas como
adjuvantes na invengdo. Saponinas sdo um grupo heterélogo
de glicosideos de esterol e glicosideos de triterpendide
que sdo encontrados na casca, folhas, caules, raizes e até
mesmo nas flores de uma ampla gama de espécies de plantas.
A saponina da casca da arvore Molina Quillaia saponaria foi
amplamente estudada como adjuvante. A saponina também pode
ser obtida comercialmente de Smilax ornata (sarsaprilla),
Gypsophilla paniculata (mosquitinho - brides veil) e
Saponaria officianalis (saponaria - soap root) . Formulagdes
adjuvantes de saponina incluem formulacdes purificadas, por
exemplo, QS21, além de formulagdes lipidicas, por exemplo,

ISCOMs.
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Composicdes de saponina foram purificadas com O uso de
cromatografia em camada delgada de alto rendimento (HP-LC)
e cromatografia liquida de alto rendimento de fase reversa
(RP-HPLC) . Foram identificadas fragdes purificadas
especificas com o uso dessas técnicas, incluindo QS7, QS17,
0S18, QS21, QH-A, QH-B e QH-C. De preferéncia, a saponina é
0S21. Um método de produgdo de QS21 é revelado na Patente
U.S. N° 5.057.540. As formulacdes de saponina também podem
compreender um esterol, por exemplo, colesterol (veja WO
96/33739) .

Combinacdes de saponinas e colesterdis podem ser
usadas para formar particulas Unicas denominadas complexos
imunoestimulantes (ISCOMs) . ISCOMs tipicamente também
incluem um fosfolipideo, por exemplo, fosfatidiletanolamina
ou fosfatidilcolina. Qualquer saponina conhecida pode ser
usada em ISCOMs. Em algumas modalidades, ©O ISCOM inclui um
ou mais de Quil A, QHA e QHC. ISCOMs sao ainda descritos em
EP0109942, WO 96/11711 e WO 96/33739. Opcionalmente, os
ISCOMS podem ser desprovidos de detergente adicional. Veja
WO 00/07621. |

| Uma revisdo do desenvolvimento de adjuvantes baseados
em saponina pode ser encontrada em Barr, e cols., “ISCOMs
and other saponin based adjuvants”, Advanced Drug Delivery
Reviews (1998) 32: 247-271. Veja também Sjolander, e cols.,
“Uptake and adjuvant activity of orally delivered saponin
and ISCOM vaccines”, Advanced Drug Delivery Reviews (1998)
32: 321-338.
D. Virossomas e particulas semelhantes a virus (VLPs)
Virossomas e particulas semelhantes a virus (VLPs)

também podem ser usadas como adjuvantes na invengdo. Essas
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estruturas geralmente contém uma ou mais proteinas de um
virus, opcionalmente combinadas ou formuladas com um
fosfolipideo. Elas s3o geralmente ndo patogénicas, nao
replicantes e, geralmente, nao contém nada do genoma viral
nativo. As proteinas virais podem ser produzidas de forma
recombinante ou isoladas do virus inteiro. Essas proteinas
virais adequadas para uso em virossomas ou VLPs incluem
proteinas derivadas do virus influenza (por exemplo, HA ou
NA), virus da hepatite B (por exemplo, proteinas centrais
ou do capsideo), virus da hepatite E, virus do sarampo,
virus Sindbis, rotavirus, virus da febre aftosa,
retrovirus, virus de Norwalk, papiloma virus do humano,
HIV, RNA-fagos, op-fago (por exemplo, proteinas de
revestimento), GA-fago, fr-fago, fago AP205 e Ty (por
exemplo, proteina do retrotransposon Ty pl). VLPs sao
discutidos ainda em WO 03/024480, WO 03/024481 e Niikura e
cols., “Chimeric Recombinant Hepatitis E Virus-Like
Particles as an Oral Vaccine Vehicle Presenting Foreign
Epitopes”, Virology (2002) 293: 273-280; Lenz e cols.,
“Papillomarivurs-Like Particles Induce Acute Activation of
Dendritic Cells”, Journal of Immunology (2001) 5.246-5.355;
Pinto, e cols., “Cellular Immune Responses to Human
papillomavirus (HPV)-16 L1 Healthy Volunteers Immunized
with Recombinant HPV-16 L1 Virus-Like Particles”, Journal
of Infectious Diseases (2003) 188: 327-338; e Gerber e
cols., “Human papillomavirus Virus-Like Particles Are
Efficient Oral Immunogens when Coadministered with
Escherichia coli Heat-Labile Enterotoxin Mutant R192G or
CpG”, Journal of Virology (2001) 75(10): 4.752-4.760.

Virossomas sdo discutidos ainda, por exemplo, em Gluck e
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cols., “New Technology Platforms in the Development of
Vaccines for the Future”, Vaccine (2002) 20: B1l0-Blé6.
Virossomas de influenza imunopotencializadores
reconstituidos (IRIV) sd3o usadas como o sistema de
liberacdo de antigeno de subunidade no produto intranasal
trivalente INFLEXAL™ (Mischler & Metcalfe (2002) Vaccine
20 Supl. 5: B17-23) e no produto INFLUVAC pLus™.

E. Derivados bacterianos ou microbianos

Em algumas modalidades, adjuvantes adequados para uso
na invencdo incluem derivados bacterianos ou microbianos
como, por exemplo:

(1) Derivados atdéxicos de lipopolissacarideo
enterobacteriano (LPS)

Esses derivados incluem monofosforil lipideo A (MPL) e
MPL 3-O-desacilado (3dMPL). 3dMPL ¢é uma mistura de
monofosforil lipideo A 3 des-0O-acilado com 4, 5 ou 6
cadeias aciladas. Um exemplo ndo limitante de uma “pequena
particula” de monofosforil 1lipideo A 3 des-0O-acilado &
revelado em EP 0 689 454. Essas ‘“pequenas particulas” de
3dMPL sdo suficientemente pequenas para serem esterilizadas
por filtragdo por meio de uma membrana de 0,22 micron (veja
EP 0O 689 454). Outros derivados atdxicos de LPS incluem
miméticos de monofosforil lipideo A, por exemplo, derivados
de fosfato de aminoalquil glicosaminida, por exemplo, RC-
529. Veja Johnson e cols. (1999) Bioorg. Med. Chem. Lett.
9: 2.273-2.278.

(2) Derivados de lipideo A

Derivados de lipideo A incluem derivados de lipideo A
de Escherichia coli, por exemplo, OM-174. OM-174 &

descrito, por exemplo, em Meraldi e cols., “OM-174, a New
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Adjuvant with a Potential for Human Use, Induces a
Protective Response with Administered with the Synthetic C-
Terminal Fragment 242-310 from the circumsporozoite protein
of Plasmodium berghei”, Vaccine (2003) 21: 2.485-2.491; e
Pajak, e cols., “The Adjuvant OM-174 induces both the
migration and maturation of murine dendritic cells 1in
vivo”, Vaccine (2003) 21: 836-842.

(3) Oligonucleotideos imunoestimulantes

Oligonucleotideos imunoestimulantes adequados para uso
como adjuvantes na invengao incluem seqUéncias de
nucleotideos que contém um padrdo CpG (uma seqiéncia que

contém uma citosina ndo metilada, seguida por guanosina, e

ligada por uma ligagd3o fosfato). RNA bacteriano de fita
dupla ou oligonucleotideos que contém sequéncias
palindrémicas ou poli (dG) também demonstraram ser

imunocestimulantes.

Os CpGs podem incluir modificagBdes/andlogos de
nucleotideos como, por exemplo, modificagdes fosforotioato,
e podem ser de fita dupla ou de fita simples.
Opcionalmente, a guanosina pode ser substituida com um
andlogo como, por exemplo, 2'-desoxi-7-deazaguanosina. Veja
Kandimalla, e cols., “Divergent synthetic nucleotide motif
recognition pattern: design and development of potent
immunomoduladory oligodeoxyribonucleotide agents with
distinct cytokine induction profiles”, Nucleic Acids
Research (2003) 31(9): 2.393-2.400; WO 02/26757 e WO
99/62923 para exemplos de possiveis substitui¢des analogas.
O efeito adjuvante de oligonucleotideos CpG € ainda
discutido em Krieg, “CpG motifs: the active ingredient in

bacterial extracts?”, Nature Medicine (2003) 9(7): 831-835;
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McCluskie, e cols., “Parenteral and mucosal prime-boost
immunization estrategies im mice with hepatitis B surface
antigen and CpG DNA”", FEMS Immunology and Medical
Microbiology (2002) 32: 179-185; WO 98/40100; Patente U.S.
N° 6.207.646; Patente U.S. N° 6.239.116 e Patente U.S. N°
6.429.199.

A sequéncia CpG pode ser dirigida a TLR9, por exemplo,
o padrao GTCGTT (ID. DE SEQ. N°: 54) ou TTCGTT (ID. DE SEQ.
N°: 55). Veja Kandimalla, e cols., “Toll-like receptor 9:
modulation of recognition and cytokine induction by novel
synthetic CpG DNAs”, Biochemical Society Transactions
(2003) 31 (parte 3): 654-658. A sequéncia CpG pode ser
especifica para a indugdo de uma resposta imunoldégica Thl,
por exemplo, um ODN CpG-A, ou ela pode ser mais especifica

para a indug¢d3o de uma resposta de célula B, por exemplo, um

" ODN CpG-B. ODNs CpG-A e CpG-B sdo discutidos em Blackwell,
e cols., “CpG-A-Induced Monocyte IFN-gamma-Inducible

Protein-10 Production is Regulated Dby Plasmacytoid

Dendritic Cell Derived IFN-alpha”, J. Immunol. (2003)
170(8): 4.061-4.068; Krieg, “From A to Z on CpG”, TRENDS in
Immunology  (2002) 23(2): 64-65 e WO 01/95935. De
preferéncia, o CpG & um ODN CpG-A.

Em algumas modalidades, o oligonucleotideo CpG €
construido de forma que a extremidade 5' seja acessivel
para reconhecimento de receptor. Opcionalmente, duas
seqiiéncias de oligonucleotideos CpG podem ser anexadas em
suas extremidades 3' para formar ‘“imundmeros”. Veja, por
exemplo, Kandimalla, e cols., “Secondary structures in CpG
oligonucleotides affect immunostimulatory activity”, BBRC

(2003) 306: 948-953; Kandimalla, e cols., “Toll-like
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receptor 9: modulation of recognition and cytokine
induction by novel synthetic GpG DNAs”, Biochemical Society
Transactions (2003) 31 (parte 3): 664-658; Bhagat e cols.,
“CpG penta- e hexadeoxyribonucleotides as potent
immunomoduladory agents” BBRC (2003) 300: 853-861 e WO
03/035836.

(4) Toxinas de ribosilagdo de ADP e derivados
detoxificados destas

Toxinas bacterianas de ribosilagdo de ADP e derivados
detoxificados destas podem ser usadas como adjuvantes na
invencdo. Em algumas modalidades, a proteina & derivada de
E. coli (ou seja, enterotoxina termoldbil de E. coli “LT"),
célera (“CT”) ou pertussis (“PT”). O uso de toxinas de
ribosilacéo'de ADP detoxificadas como adjuvantes mucosos €
descrito em WO 95/17211, e como adjuvantes parenterais em

WO 98/42375. Em algumas modalidades, o adjuvante €& um

‘mutante detoxificado de LT como, por exemplo, LT-Ké63, LT-

R72 e LTR192G. O uso de toxinas de ribosilagdao de ADP e
derivados detoxificados destas, particularmente LT-63 e LT-
R72, como adjuvantes pode ser encontrado nas seguintes
referéncias, cada uma delas sendo aqui especificamente
incorporada por referéncia em sua totalidade: Beignon, e
cols., “The LTR72 Mutant of Heat-Labile Enterotoxin of
Escherichia coli Enhances the Ability of Peptide Antigens
to Elicit CD4+ T Cells and Secrete Gamma Interferon after
Coapplication onto Bare Skin”, Infection and Immunity
(2002) 70(6): 3.012-3.019; Pizza, e cols., “Mucosal
vaccines: non toxic derivatives of LT and CT as mucosal
adjuvants”, Vaccine (2001) 19: 2.534-2.541; Pizza, e cols.,

“I,TK63 and LTR72, two mucosal adjuvants ready for clinical
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trials” Int. J. Med. Microbiol. (2000) 290(4-5): 455-461;
SchartonKersten e cols., “Transcutaneous Immunization with
Bacterial ADP-Ribosylating Exotoxinas, Subunits and
Unrelated Adjuvants”, Infection and Immunity (2000) 68(9):
5.306-5.313; Ryan e cols., “Mutants of Escherichia coli
Heat-Labile Toxin Act as Effective Mucosal Adjuvants for
Nasal Delivery of an Acelular Pertussis Vaccine:
Differential Effects of the Nontoxic AB Complex and Enzyme
Activity on Thl and Th2 Cells” Infection and Immunity
(1999) 67(12): 6.270-6.280; Partidos e cols., “Heat-labile
enterotoxin of Escherichia coli and its site- directed
mutant LTK63 enhance the proliferative and cytotoxic T-cell
responses to intranasally co-immunized synthetic peptides”,
Immunol. Lett. (1999) 67(3): 209-216; Peppoloni e cols.,
wMutants of the Escherichia coli heat-labile enterotoxina
as safe and strong adjuvants for intranasal delivery of
vaccines”, Vaccines (2003) 2(2): 285-293; e Pine e cols.,
(2002) “Intranasal immunization with influenza vaccine and
a detoxified mutant of heat labile enterotoxin from
Escherichia coli (LTK63)” J. Control Release (2002) 85( 1-
3): 263-270. As referéncias numéricas para substituigdes de
aminoidcidos sdo preferivelmente com base nos alinhamentos
das subunidades A e B de toxinas de ribosilagdo de ADP
apresentados em Domenighini e cols., Mol. Microbiol. (1995)
15(6): 1.165-1.167, aqui especificamente incorporado por
referéncia em sua totalidade.

F. Bioadesivos e mucoadesivos

Bioadesivos e mucoadesivos também podem ser usados
como adjuvantes na invengdo. Bioadesivos adequados incluem

microesferas de &cido hialurénico esterificado (Singh e
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cols. (2001) J. Cont. Rele. 70: 267-276) ou mucoadesivos
como, por exemplo, derivados entrecruzados de poli (4cido
acrilico), @&lcool polivinilico, polivinil pirrolidona,

polissacarideos e carboximetilcelulose. Quitosana e

“derivados desta também podem ser usados como adjuvantes na

invencdo. Por exemplo, veja WO 99/27960.

G. Microparticulas

Microparticulas também podem ser usadas como
adjuvantes na invengao. Microparticulas (ou seja,
particulas de ~100 nm a ~150 pm de didmetro, de ~200 nm a
~30 um de didmetro, e de ~500 nm a ~10 pm de didmetro),
formadas por materiais que sdo biodegradaveis e atdxicos
(por exemplo, um poli(dcido a-hidréxi), um dacido poli-
hidréxi butirico, um poliortoéster, um polianidrido, uma
policaprolactona etc.), com poli(lactida-co-glicolida), sao
preferidas, opcionalmente tratadas para ter uma superficie
carregada negativamente (por exemplo, com SDS) ou a
superficie carregada positivamente (por exemplo, com um
detergente catidnico, por exemplo, CTAB).

H. Lipossomos

Exemplos de formulagdes de lipossomo adequadas para

uso como adjuvantes s3o descritas na Patente U.S. N°

6.090.406, Patente U.S. N° 5.916.588 e EP 0 626 169.

I. Formulagdes de éter de polioxietileno e éster de
polioxietileno

Em algumas modalidades, adjuvantes adequados para uso
na invencdo incluem éteres de polioxietileno e ésteres de
polioxietileno. WO 99/52549. Essas formulagdes ainda
incluem tensoativos de éster de polioxietileno sorbitano em

combinacdo com um octoxinol (WO 01/21207), além de
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tensoativos de éteres ou éster de polioxietileno alquil em
combinacdo com pelo menos um tensoativo ndo idénico
adicional como, por exemplo, um octoxinol (WO 01/21152).

Em algumas modalidades, éteres de polioxietileno sé&o
selecionados do seguinte grupo: polioxietileno-9-lauril
éter (laureth 9), polioxietileno-9-esteoril éter,
polioxietileno-8-esteoril éter, polioxietileno-4-lauril
éter, polioxietileno-35-lauril éter e polioxietileno-23-
lauril éter. |

J. Polifosfazeno (PCPP)

Formulacdes de PCPP sdo descritas, por exemplo, em

Andrianov e cols., “Preparation of hydrogel microspheres by
coacervation of aqueous polyphophazene solutions”,
Biomaterials (1998) 19(1-3): 109-115 e Payne e cols.,

wprotein Release from Polyphophazene Matrices”, Adv. Drug.
Delivery Review (1998) 31(3): 185-196.

K. Muramil peptideos

Exemplos de muramil peptideos adequados para uso como
adjuvantes na invengdo incluem N-acetil-muramil-L-treonil-
D-isoglutamina (thr-MDP), N—aéetil—normuramil—1-a1anil-d—
isoglutamina (nor-MDP) e N-acetilmuramil-1l-alanil-d-
isoglutaminil-l—alanina—2—(1'—2'-dipalmitoil-sn-glicero—3—
hidroxifosforiloxi)-etilamina (MTP-PE).

L. Compostos de imidazoguinolona

Exemplos de compostos de imidazoquinolona adequados
para uso como adjuvantes na invengao incluem, sem
limitacdo, Imiquamod e seus homélogos, descritos com mais
detalhe em Stanley, “Imiquimod and the imidazoquinolones:
mechanism of action and therapeutic potential” Clin. EXp.

Dermatol. (2002) 27(7): 571-577 e Jones, “Resiquimod 3M",
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Curr. Opin. Iﬁvestig. Drugs (2003) 4(2): 214-218.

A invencdo também fornece composigdes que compreendem
combinacdes dos adjuvantes identificados acima. Por
exemplo, as seguintes composigdes adjuvantes sdo exemplos
ndo limitantes de combinagdes de adjuvantes que podem ser
usadas na invengao:

(1) uma saponina e uma emulsdo &leo-em-agua (WO
99/11241) ;

(2) uma saponina (por exemplo, QS21) + um derivado
atéxico de LPS (por exemplo, 3dMPL) (veja WO 94/00153) ;

(3) uma saponina (por exemplo, QS21) + um derivado
atéxico de LPS (por exemplo, 3dMPL) + um colesterol;

(4) uma saponina (por exemplo, QS21) + 3dMPL + IL-12
(opcionalmente + um esterol) (WO 98/57659) ;

(5) combinacdes de 3dMPL com, por exemplo, QS21 e/ou
emulsdes O6leo-em-agua (veja o Pedidos de patente européia
0835318, 0735898 e 0761231);

(6) SAF, que contém Esqualano 10%, Tween 80 0,4%,
polimero em bloco-plurbdnico 5% L121 e thr-MDP,
microfluidizado em uma emulsdo submicron ou turbilhonado
para gerar uma emulsdo com tamanho de particula maior.

(7) Sistema Ribi (RAS), (Ribi Immunochem), que contém
Esqualeno 2%, Tween 80 0,2%, e um ou mais componentes da
parede celular bacteriana do grupo que consiste em
monofosforilipideo A (MPL), dimicolato de trehalose (TDM),
e esqueleto da parede celular (CWS), preferivelmente MPL +
CWS (Detox™) ;

(8) um ou mais sais minerais (por exemplo, um sal de
aluminio) + um derivado atéxico de LPS (por exemplo,

3dPML) .
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(9) um ou mais sais minerais (por exemplo, um sal de
aluminio) + um oligonucleotideo imunoestimulante (por
exemplo, uma sequéncia de nucleotideos que inclui um padrdo
CpG). A combinagdo N° (9) é uma combinagdo de adjuvantes
preferida.

M. Imunomoduladores humanos

Imunomoduladores humanos adequados para uso COmo
adjuvantes na invengdo incluem citocinas, por exemplo,
interleucinas (por exemplo, IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6,
IL-7, IL-12 etc.), interferons (por exemplo, interferon-vy),
fator de estimulacdo de coldénias de macréfagos e fator de
necrose tumoral.

Em algumas modalidades, sais de aluminio e MF59 sdo
adjuvantes preferidos para uso com vacinas injetéaveis de
influenza. Em algumas modalidades, toxinas e bioadesivos
bacterianos sdo adjuvantes preferidos para uso com vacinas
de liberacdo mucosa, por exemplo, vacinas nasais.

As composigdes imunogénicas da presente invengao podem
ser administradas em combina¢do com um regime de tratamento
com antibidético. Em algumas modalidades, © antibidtico é
administrado antes da administracdo do antigeno da invengdo
ou da composicdo que compreende um ou mais dos antigenos da
invengao.

Em algumas modalidades, o antibidético é administrado
subseqliente & administragdo de um ou mais antigenos da
invencdo ou da composigdo que compreende um Ou mais
antigenos da invengdo. Exemplos de antibidéticos adequados
para uso no tratamento de infec¢des estreptocdcicas
incluem, sem limitacdo, penicilina ou um derivado desta ou

clindamicina ou semelhantes.
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A invencdo é adicionalmente ilustrada, sem limitagdo,

pelos seguintes exemplos.
EXEMPLOS
Exemplo 1. Materiais e métodos

Construg¢do de mutantes pneumocdcicos

Cepas pneumocécicas e mutantes por eliminagdo criadas
nesses produtos de base sdo descritas na Tabela 1.
Mutagénese com ligagdo por PCR (23) foi usada para criar

1F  Fragmentos acima e

mutantes knockout de T4 e ST1lé62
abaixo dos genes-alvo foram amplificados com pares de
iniciadores especificos. Os fragmentos acima  foram
construidos com sitios Apal e os fragmentos abaixo com
sitios BamHI. Os iniciadores usados para construgdo e
rastreamento de alelos de eliminag¢do estdo listados na
Tabela 2. Os produtos de PCR (1.000 bp) foram digeridos com
enzimas de restricdo correspondentes, purificados e ligados
com o cassete erm (1.306 bp) (nGmero de acesso no GenBank
AB057644) ou com o cassete Kan-rpsL, Janus (24) (1.368 bp),
que contém sitios Apal e BamHI. A mistura de ligagdo foi
entdo transformada, como descrito em :© (25), na cepa

pneumocdcica receptora, e plaqueada em placas de agar-

sangue contendo eritromicina (1 pg/ml) ou canamicina (400

pg/ml). A insergdo correta foi confirmada por PCR e
seqlenciamento.
Tabela 1. Cepas de S. pneumoniae usadas
Cepa Caracteristicas relevantes Fonte
T4 TIGR4 cepa Tipo 4 tigr.org
T4A (rlrA) rlrA::erm (Em®) nesta
T44 (rrgA-srtD) rrgABC-SrtBCD: :erm (Em") nesta
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T4A (mgrA)

mgrA: :erm (Em®)

mesta

T4A (rrgA-srtD,

(rrgABC-srtBCD: : erm)

:: (mgrA: :km-rpsL) (Em", Km%

nesta

T4R

T4

mgrA)
A (rrgA- T4A (rrgA-srtD), em que
srtD)V (rrgA- srtD) |(rrgABC-srtBCD) ::erm (Em®)
nesta e (24)
foi substituido por
(rrgABC-srtBCD-Km) (Km®)
Tnativacdo Cm® de cps4A em
(27, 28)

rrgABC-srtBCD: :erm (Em") em

D39V (rrgA-srtD)

(rlrA)

/S167::magellan5
rIrA::magellan2 (Spc®, Cm%,

Sm®)

T4RA (rrgA-srtD) nesta
T4R
ST162%° Isolado clinico de tipo (5)
19F, excelente colonizador
‘ em camundongos
ST162F A (rrgA- |rrgABC-srtBCD::erm (Em®)
nesta
srtD)
ST162F A (mgrA) mgrA::erm (Em®) nesta
162*F A (rrgA-srtD, |rrgABC-srtBCD: :erm (Em®) , nesta
mgrA) mgrA::lan-rpsL (Km®)
Tipo 2 cepa desprovida da
D39 (29)
ilhota rlrA
ilhota rlrA
IS167::magellan5 (Spck, nesta
D39V (rrgA-srtD) Sm®)
A {ilhota rlrA nesta

Em®, resistente & eritromicina; Km",

canamicina;  SpcF,

resistente a

resistente a espectinomicina;

sm¥,



110/136

resistente a estreptomicina; CmF®, resistente
cloranfenicol.
Tabela 2. Iniciadores e enzimas de restrigdo usados na
criagdo de mutantes
Gene Nome Enzima de Seqiiéncias (5' para 3')
restrigdo
Cassete ErmF Apal TTTTTGGGCCCTTCGTGTTCGTGCTGAC
erm TTGC (ID. DE SEQ. N°: 18)
ErmR BamHI TTTTTGGATCCGATGTTGCTGATTAAGA
CGAGC (ID. DE SEQ. N°: 19)
ErmstartR AACTTCTTTTACGTTTCCGCC (ID.
DE SEQ. N°: 20)
ErmslutF ACCGAAAGACAGACGAGCC (ID. DE
SEQ. N°: 21)
Cassete Kan-Bam BamHT TTGGATCCCTTTAAATACTGTAGAAAAG
Kan-rpsL AGGA (ID. DE SEQ. N°: 22)
Kan-Apa Apal TTGGGCCCTAAAACAATTCATCCAGTAA
AAT (ID. DE SEQ. N°: 23)
Dam406 mHT TCTATGCCTATTCCAGAGGAAATGGATC
GGATC (ID. DE SEQ. N°: 24)
Dam351 Apal CTAGGGCCCTTTCCTTATGCTTTTGGAC
(ID. DE SEQ. N°: 25)
Damé4 07 AGGAGACATTCCTTCCGTATCT (ID.
DE SEQ. N°: 26)
Dam352 CAAGAGCACAGCGTGGTGCT (ID. DE
SEQ. N°: 27)
T4A RrgA Pl CAAGGTCCAAACCTACTGAAC (ID.
(rrgA- DE SEQ. N°: 28)
srtD)
RrgA P2 Apal GCGGGCCCCTGAGATATACAGCACAGTC
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C (ID. DE SEQ. N°: 29)

SrtD P3  [BamHI CGGGATCCCTGGCATTTCTGGGAATCCT
G (ID. DE SEQ. N°: 30)
SrtD P4 CGTTTCAAGTGCTATCACTGTTC (ID.
DE SEQ. N°: 31)
T4A MgrA P1 ATATAACATGAACAGTTGGGTTCTTG
(mgrA) (ID. DE SEQ. N°: 32)
MgrA P2  |Apal ATATAGGGCCCAACCTCTTGCAATTATA
CCACA (ID. DE SEQ. N°: 33)
MgrA P3  [BamHI ATATAGGATCCCGCGTTTGAACTGTACC
TCAA (ID. DE SEQ. N°: 34)
MgrA P4 ATATACAGTAACTGTCTCATCCAAATC
(ID. DE SEQ. N°: 35)
MgrA C1l ATATACTGCTTCAATCCATTAGTTATTT
C (ID. DE SEQ. N°: 36)
MgrA C2 ATATATTGATTGTAAAAATTCCATCTAT
AG (ID. DE SEQ. N°: 37)
T4A Revl BamHI TTGGATCCTTATTTCCCTCGTAGTAAAC
(rrgA- GT (ID. DE SEQ. N°: 38)
srtD)
V (rrgA-
srtD)
Rev2 Apal TTGGGCCCAAAGAAATGAAAGGAAAGCT
AAGG (ID. DE SEQ. N°: 39)
ST162F A RrgA P1 CAAGGTCCAAACCTACTGAAC (ID.
(rrgaA- DE SEQ. N°: 40)
srtD)
RrgA P2 [Apal GCGGGCCCCTGAGATATACAGCACAGTC
C (ID. DE SEQ. N°: 41)
SrtD P3  [BamHI CGGGATCCCTGGCATTTCTGGGAATCCT
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G (ID. DE SEQ. N°: 42)

SrtD P4 CGTTTCAAGTGCTATCACTGTTC (ID.

DE SEQ. N°: 43)

SrtD C2 GCCCCATCTTGCCCTCACTGCG (ID.

DE SEQ. N°: 44)

ST162”YA MgrA Pl ATATAACATGAACAGTTGGGTTCTTG
(mgrA) (ID. DE SEQ. N°:45)
MgrA P2  [Apal ATATAGGGCCCAACCTCTTGCAATTATA

CCACA (ID. DE SEQ. N°: 46)

MgrA P3 BamIIT ATATAGGATCCCGCGTTTGAACTGTACC

TCAA (ID. DE SEQ. N°: 47)

MgrA P4 ATATACAGTAACTGTCTCATCCAAATC

(ID. DE SEQ. N°: 438)

MgrA C1l ATATACTGCTTCAATCCATTAGTTATTT

C (ID. DE SEQ. N°: 49)

MgrA C2 ATATATTGATTGTAAAAATTCCATCTAT

AG (ID. DE SEQ. N°: 50)

D39V RLRAFR CGCGGATCCAAAGGAGAATCATCATGCT
(rrgaA- AAACAAATACATTGA (ID. DE SEQ.
srt) N°: 51)
A(rlrA)

RLRARX CCCTCTAGATTATAACAAATAGTGAGCC

TT (ID. DE SEQ. N°: 52)

Para criar um mutante de insergdo de D39 (cepa do
sorotipo 2) contendo a ilhota rlrA, células D39 competentes
foram transformadas com DNA gendmico de CH155, uma cepa do
sorotipo 4 de S. pneumoniae com uma insergdo de transposon
magellan5 em um dos elementos IS1167 que flanqueiam a
ilhota rlrA. O evento de recombinag¢do duplo foi selecionado

para plaqueamento em espectinomicina, e a presenca da
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ilhota foi confirmada por PCR. Para gerar um derivado
mutante rlrA de D39V(rrgA-srtD), foi realizada a
amplificagdo por PCR da regido mutada na cepa do sorotipo 4
mutante com pares de iniciadores RLRAFR/RLRARX, e O
amplicon purificado transformado no fundo necessario do
sorotipo 2. O evento de recombinagdo foi selecionado
plagqueando-se em cloranfenicol para rlrA e confirmado por
PCR.

Clonagem, expressdo e purificagdo de RrgA, RrgB e RrgC

Técnicas padronizadas de DNA recombinante foram usadas
para construir todos os plasmideos de expressao. pET 21b+
foi adquirido de Invitrogen. PCR foi realizado com Pfu
Turbo Tag™ (Roche) durante 25 ciclos de amplificagdo com
DNA gendémico. Os produtos de PCR foram purificados,
digeridos, ligados em um vetor, transformados em E. coli
TOPO10, e subseqlientemente subclonados em E. coli BLR(DE3).
As proteinas recombinantes foram expressas e purificadas
das bactérias transformadas de acordo com as instrugdes do
fabricante.

Soros animais

RrgA, RrgB e RrgC recombinantes purificadas foram
concentradas com uma coluna spin Centricon  YM-30
(Millipore) e subseqlientemente wusadas para imunizar
camundongos BALB/C (20 pg) e coelhos brancos da Nova
Zeldndia (100 pg).

Coloragdo negativa

Para coloracdo negativa, as bactérias cresceram em
dgar-sangue por até 16 horas, e as coldnias foram re-
suspensas em tampdo de cacodilato de sédio 0,15 M. Uma

aliquota de 4 pl foi adicionada a uma tela revestida com
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uma pelicula de suporte Formvar™ por 5 minutos. A solugdo
em excesso foi retirada por um papel de filtro e a tela foi
corada com acetato de uranil 0,5% em agua por 5 segundos, €
seca ao ar. As amostras foram examinadas em um microscdpio
eletrdnico Tecnai™ 10 (Phillips) a 80 kV.

Microscopia imunoeletrdnica

S. pneumoniae cresceu de um dia para o outro em meio
liquido THY. Um mililitro de suspensdo bacteriana com uma
ODgoo de 0,5 foi centrifugado a 3.000 rpm a 4°C e re-
suspenso em 500 pl de PBS filtrado estéril. Vinte
microlitros de amostra foram adicionados a telas de niquel
revestidas Formvar™ e deixados em repouso por 5 minutos.
As telas foram subseqiientemente fixadas em paraformaldeido
1%/PBS e incubadas com anticorpos policlonais de camundongo
1:10 para RrgA, RrgB ou RrgC em tampdo de bloqueio (soro
normal de coelho 1%, BSA 1%, 1x PBS). As amostras foram
lavadas cinco vezes por 5 minutos em tampdo de bloqueio, e
incubadas com anticorpos secunddrios conjugados ao ouro a
1:20 (IgG de cabra anticamundongo, particulas de ouro de 5
nm; IgG de cabré. anticoelho, 10 nm). As amostras foram
lavadas cinco vezes em tampdo de bloqueio por 5 minutos, e
subseqiientemente fixadas por 30 minutos em paraformaldeido
1%/PBS. As amostras foram lavadas em &gua destilada cinco
vezes por 5 minutos, e deixadas para secar. As telas foram
coradas por 15 segundos com acetato de uranil aquoso, e
processadas em um microscépio eletrdnico de transmissdo de
alto campo Tecnai™.

Western Blotting

As bactérias cresceram em placas de &gar-sangue por

até 16 horas. As bactérias (peso liquido de 30 mg) foram
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re-suspensas em 1 ml de 50 mM Tris-HCl, pH 6,8, contendo
400 unidades de Mutanolisina (Sigma), e incubadas por 2
horas a 37°C. Apds trés ciclos de congelamento e
descongelamento, os restos celulares foram removidos por
centrifugagdo a 13.000 rpm por 15 minutos. Cinglienta
microlitros do sobrenadante foram tratados com tampdo de
amostra NuPagéTM e mercaptoetanol por 10 minutos a 70°C, e
10 pl foram carregados em um Gel NuPage Novexm Bis-Tris 4-

12% ou 3-8% (Invitrogen). O eletroblotting e a detecgdo com

o\

anticorpo de RrgB (soros imunes de camundongo) diluido a
1:500 foram efetuados de acordo com as instrugdes do
fornecedor.

Ensaios de aderéncia de A549

As células de S. pneumoniae cresceram até a fase
exponencial média (0Dgoo = 0,3-0,4), foram incubadas com
células A549 por 30-40 minutos a 37°C sob a CO; 5%/95% de
atmosfera do ar, e lavadas trés vezes com PBS (pH 7,4) para
remover bactérias ndo aderentes. Para enumeragdo de
bactérias aderentes e/ou internalizadas, as células
epiteliais foram destacadas dos pogos por tratamento com
200 pl de tripsina 0,25%/1 mM EDTA, e lisadas pela adigdo
de 800 pl de Triton X-100 0,025% gelado. As diluigdes
apropriadas foram plagueadas em placas de agar-sangue para
contar o nimero de bactérias aderentes as células
eucariéticas. A titulacdo das bactérias aderentes para cada
cepa foi comparada com a titulagdo inserida, e a
percentagem de bactérias aderentes foi determinada.

Para microscopia por fluorescéncia, monocamadas de
A549 foram desenvolvidas em laminulas em placas de cultura

de tecido de 24 pogos. As camadas de células infectadas nas
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laminulas foram fixadas em paraformaldeido 3% e marcadas
com anticorpos apds a incubagdo de 30 a 40 minutos e
lavagem com PBS. As bactérias foram marcadas com anticorpo
anticapsular, e as células epiteliais foram visualizadas
apés permeabilizagdo por coloragdo de F-actina com
faloidina conjugada & rodamina. Todos os experimentos foram
réalizados em quadruplicata, e cada experimento foi
replicado trés vezes em dias diferentes.

Atagque ao camundongo

T4 e ST162'°F e seus respectivos mutantes isogénicos
cresceram por 16 horas em placas de agar-sangue a 37°C sob
CO, 5%. As coldénias foram retiradas diretamente das placas,
e re-suspensas gentilmente em PBS até ODgg = 0,5 ou

inoculadas em meio semi-sintético C+Y e crescidas até a

fase logaritmica média (ODe2o = 0,5) para inoculagao
intranasal, e ODgypo = 0,2 para inoculagdo intraperitoneal
(i.p.). Foram feitas diluigdes apropriadas para obter a

concentracdo desejada. Camundongos C57BL/6 de 6 a 8 semanas
de idade foram usados para ataque bacteriano intranasal e
i.p. de T4 e ST162'F e seus mutantes, como descrito em (5).
D39 e seus mutantes isogénicos cresceram em caldo THY
suplementado com antibiéticos apropriados. Fémeas de
camundongos CD1 (UK) de 6 a 10 semanas de idade (Charles
River Laboratories) foram usadas para ataque intranasal com
1 x 10’ bactérias.

Para experimentos de competigdo, bactérias mutantes e
do tipo selvagem foram misturadas em uma proporgdo de 1:1.
O resultado da cfu do mutante comparada com a cfu do tipo
selvagem foi determinado por selegdo em placas de agar-

sangue com eritromicina, estreptomicina e/ou cloranfenicol.
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Os indices de competicgdo (CI) in vivo foram calculados como
a proporgdo do resultado da cfu de mutante para a do tipo
selvagem dividido pela cfu de entrada pelo mutante em
relagdo ao tipo selvagem.

A determinacdo de TNF e IL-6 apbs ataque i.p. no soro
foi realizada pela utilizagdo de kits comerciais de ELISA
(BD Biosciences).

Anidlise estatistica

Os dados foram analisados quanto a significancia
estatistica pela utilizagdo de GraphPad PRISM™ vVersdo 4.
As varidveis continuas foram comparadas pela utilizagao do
teste t ou do teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. A
significincia estatistica foi definida como P < 0,05.

Anidlise FACS

Isolados de S. pneumoniae [T4, ST1621°F, T4A (mgrA) e
T4A (rrgA-srtD)] cresceram em cultura liquida THY de um dia
para o outro a 37°C sob CO; 5%. As amostras foram diluidas
e permitiu-se que crescessem até ODgpo = 0,250 (~1 x 10® por
ml). As culturas bacterianas foram centrifugadas a 3.000
rpm, e re-suspensas em 1lx PBS. Quinze microlitros de
suspensdo bacteriana foram adicionados a placas de 96
pogos. Cinco microlitros de soro normal de coelho 20% foram
adicionados a cada pogo, juntamente com anticorpos
primdrios (anti-RrgB, PI anti-RrgB, Nm anti-961) a 1:3.200.
As amostras foram incubadas no gelo por 30 minutos, e
depois 150 pl de tampdo de bloqueio (BSA 1%/PBS) foram
adicionados aos pogos. A placa de 96 pogos foi centrifugada
a 2.500 rpm por 5 minutos a 4°C. Um anticorpo secundario
anticamundongo marcado com ficoeritrina (Jackson

ImmunoResearch) foi adicionado em uma concentragdo final de
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1:100, e a mistura foi incubada por 30 minutos no gelo. A
seguir, 150 pl de tampdo de bloqueio foram adicionados, e
as amostras foram centrifugadas como acima. As amostras
foram re-suspensas em 200 pl de paraformaldeido 1%/PBS e
analisadas em um FACSCaliber™ (Becton Dickinson) .

Criagdo de revertido em T4A (rrgA-srtD)

A ilhota rlrA foi reintroduzida em T4A (rrgA-srtD) por
reintroducdo dos genes knocked-out junto com um cassete de
canamicina. O cassete de canamicina primeiro foi integrado
abaixo dos genes-alvo na cepa T4 do tipo selvagem por
mutagénese com ligagdo por PCR. O DNA cromossémico desses
mutantes foi wusado para transformar os knockouts e
restaurar o fendtipo do tipo selvagem. Na primeira etapa, O
cassete de canamicina foi amplificado de Janus (Sung e
cols., 2001, Appl. Environ. Microbiol., 67: 5.190-6) com os
iniciadores KanApa e Kan-Bam, criando um produto de PCR com
terminais Apal e BamHI. Fragmentos acima e abaixo dos
sitios-alvo foram amplificados com iniciadores fimbrias-
rev-1-4 para o mutante T44 (rrgA-srtD). Os fragmentos acima
foram construidos com sitios ApaI, e os fragmentos abaixo
com sitios BamHI. Todos os fragmentos foram digeridos com
endonucleases de restricdo correspondente, e foram feitas
ligagdes com quantidades eqlimolares de fragmento acima,
fragmento abaixo e fragmento de canamicina. Apds
transformagdo em T4, foram selecionados transformantes em
placas de &agar-sangue contendo 200 mg/1l de canamicina. Apds
PCRs de controle confirmacdo da construgdo correta, DNA
cromossémico desses transformantes foi usado para
transformar T4A (rrgA-srtD). Novamente, a selegdo foi feita

em placas contendo canamicina, e os mutantes foram
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confirmados por verificagdo da sensibilidade & eritromicina
e expressdo de fimbrias.
Exemplo 2
Evidéncias por microscopia eletrdnica de transmissdo para
estruturas semelhantes a fimbria em pneumococos
Por microscopia eletrdnica de transmissdo e coloragado
negativa, verificou-se que pneumococos cultivados por até
16 horas em placas de &gar-sangue e em meio (C+Y) ou (THY)
expressam estruturas semelhantes a fimbria. Essas
estruturas foram encontradas na cepa T4 (TIGR4), due
pertence ao clone altamente invasivo do sorotipo 4 de
seqliéncia multilécus tipo ST205, bem como em um isolado
clinico do tipo 19F, com seqiéncia multilécus tipo 162
(cepa ST162%°F) (Fig. 1A). Esse clone 19F estd associado
tanto a casos de portadores quanto de doenga invasiva em
seres humanos, e demonstrou ser um colonizador eficiente do
trato respiratério de camundongos C57BL/6 e BALB/C (5).
Embora um mutante ndo encapsulado de T4 (T4R) fosse capaz
de formar fimbrias, ndo foram observadas fimbrias na cepa
de laboratdédrio ndo encapsulada R6.
Exemplo 3
A ilhota rlrA no genoma pneumocdcico codifica estruturas
fimbrias-like
A comparagdo do Operon sSpaABC de Corynebacterium
diphtheriae (12) e adesdo da ilhota 1 de estreptococos do
grupo B (16) revelou um agrupamento de supostos genes de
fimbria dentro do genoma de T4 (Fig. 2). Os genes de
fimbria estdo localizados na ilhota de patogenicidade de
Streptococcus pneumoniae descrita previamente rlrA (18,

19). A ilhota pneumocdcica rlrA consiste em sete genes, dos
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quais prevé-se que rrgA, rrgB e rrgC codificam componentes
da superficie microbiana que contém LPXTG que reconhecem
moléculas adesivas da matriz (MSCRAMMs) que se ligam aos
componentes da matriz extracelular do hospedeiro (20) . Além
disso, a ilhota rlrA também contém genes para trés
sortases, srtB, srtC e srtD, além de rlrA (regulador rofA-
like), um regulador positivo do agrupamento génico (18)
(Fig. 2). A ilhota gendmica €& flanqueada por IS1167 que.
contém repetig¢des invertidas, caracteristicas de elementos
genéticos méveis (Fig. 2). A cepa sequenciada R6 e sua
progenitora D39 sdo desprovidas da ilhota de fimbrias rlrA
(Fig. 2). O repressor da transcrigdo mgrA se localiza
externamente & ilhota rlrA, e estd envolvido na regulagao
dos genes de fimbria (21). A analise de sequéncias apbs
amplificagdo por PCR da regido correspondente no isolado
clinico 8T162*°F do sorotipo 19F revelou um agrupamento
génico homélogo com 98% de identidade para a ilhota rlrA de
T4. No entanto, um pequeno ORF de funcdo desconhecida em T4

19F  Mutantes knockout com o

estava ausente no isolado ST162
gene mgrA eliminado de T4 e ST162'"" foram construidos por
mutagénese com ligagdo por PCR produzindo, dessa forma,
cepas que superexpressam os genes da ilhota rlrA. Além
disso, eliminamos a regido rrgA-srtD em T4 (Fig. 1B) e

ST162°F, bem como em seus respectivos derivados mgrA.

Mediante coloracdo negativa e microscopia eletrbnica,
verificou-se que os mutantes de T4 mgrA e ST162™°" mgrA
produzem fimbrias abundantes (Fig. 1C), enquanto bactérias
que contém a eliminagdo rrgA-srtD ndo possuilam fimbrias no
geral (Fig. 1D).

Foram desenvolvidos anti-soros contra proteinas Rrga,
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RrgB e RrgC expressas em Escherichia coli, e usos na
marcagdo por imuno-ouro da fimbria expressa por T4. Os
anticorpos de RrgB decoravam todo o polimero da fimbria
(Fig. 1 E-G). A andlise FACS, que faz uso de anticorpos

especificos para RrgB, revelou que 84% e 90% das células de

T4 e ST162™F, respectivamente, expressavam estruturas de

fimbrias. Nos derivados do mutante mgrA, quase todas as
bactérias (99%) eram fimbriadas. As células desprovidas da
ilhota rlrA ndo tinham fimbrias medidas por andlise FACS.
Para verificar a natureza polimérica das estruturas
das fimbrias observadas em T4 e ST162'°F, extratos totais
dessas cepas e seus respectivos derivados por eliminacéo
rrgA-srtD foram tratados com mutanolisina, separados em
géis de gradiente de poliacrilamida 4-12% (Fig. 3A) e 3-8%
(Fig. 3B), e submetidos a imunoblot com anti-soros
especificos para RrgB. Foi observado um escalonamento de
polimeros de alto peso molecular (HMW) variando de < 100
kDa até > 1.000 kDa, similares 4&dqueles descritos
previamente em C. diphtheriae (12, 13). Embora quantidades
iguais de extrato de proteina tenham sido carregadas no
gel, as bandas coradas pelos anticorpos de RrgB eram mais
intensas para os mutantes mgrA do que para suas respectivas
cepas do tipo selvagem, corroborando os dados da
microscopia eletrdénica de transmissdo e da andlise FACS de
que uma percentagem maior de pneumococos expressava
estruturas de fimbrias no mutante mgrA . Como esperado, Os
mutantes por eliminagdo de rrgA-srtD, em T4 e ST162%F,
respectivamente, ndo mostraram bandas reativas a RrgB (Fig.

3). No entanto, quando a 1ilhota de fimbrias era

reintroduzida no mutante por eliminagdo T4A (rrgA-srtD), a



10

15

20

25

30

122/136

anidlise Western blot com o anti-soro de RrgB detectou
polimeros HMW similares aqueles para a cepa de T4 do tipo
selvagem. Utilizando-se Western blotting, foi observado que
as fimbrias estavam presentes em cepas pneumocdcicas
cultivadas tanto em meios liquidos quanto em placas, embora
as fimbrias nem sempre pudessem ser detectadas pela
utilizacdo de microscopia eletrénica de transmisséo,
explicando porque as fimbrias n8o haviam sido encontradas
previamente.
Exemplo 4
A ilhota rlrA é importante para aderé@ncia pneumocécica as
células epiteliais pulmonares

A cepa D39 do sorotipo 2, como seu derivado ndo

"encapsulado R6, n3o possui a ilhota rirA (Fig. 2). A ilhota

rlrA completa de T4 foi introduzida em D39 (D39V (rrgA-
srtD)). Esse mutante de insergdo da ilhota de D39
expressava fimbrias, como ‘foi evidenciado por um
escalonamento de polimeros HMW com base em Western blotting
com anti-RrgB (Fig. 3B). A expressdo de fimbrias em D39V
(rrgA-srtD) era dependente do regulador positivo rlra, pois
nio foram detectados polimeros HMW em um derivado do
mutante de rlrA de D39V (rrgA-srtD) (Fig. 3B). D39, D39V
(rrgA-srtD) e D39V (rrgA-srtD)A(rlrA) foram usados para
estudar a aderéncia as ceélulas epiteliais pulmonares A549
(Fig. 4). Somente D39V (rrgA-srtD) dque expressa fimbrias
se ligou a essas células (Fig. 4). Essa ligagdo era similar
agquela de T4 dgue expressa fimbrias, enquanto um mutante
rlrA de T4 ndo mostrou ligacgdo detectavel as células A549.
Exemplo 5

A ilhota rlrA afeta a viruléncia em modelos de camundongo
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Para investigar o papel da fimbria na colonizagdo
pneumocécica e na doenga invasiva, cepas T4 e T4A (rrgA-
srtD) foram usadas em modelos de infecgdo muridea. Para
simular a via de infec¢d3o natural, camundongos C57BL/6 com
6 a 8 semanas de idade foram inoculados por via intranasal
com doses altas [5 x 10° unidades formadoras de coldnias
(cfu)] e médias (5 x 10° cfu) de pneumococos. A colonizagao
foi estimada realizando-se lavagens nasofaringeas-traqueais
em animais post-mortem. O mutante ndo fimbriado eram menos
virulento do que a cepa do tipo selvagem, como revelado por
uma taxa de sobrevida maior de camundongos infectados pelo
mutante (Fig. S5A e 5B). Esse defeito na viruléncia podia
ser restaurado por reintrodugdo da ilhota rlrA.

Pneumococos tanto do tipo selvagem quanto mutante
administrados separadamente foram capazes de colonizar
camundongos em um grau similar (ndo significante pelo teste
U de Mann—Whitney, P > 0,05). No entanto, quando nuameros
iguais de bactérias T4 do tipo selvagem e mutante foram
dados juntos por via intranasal, o mutante deficiente em
fimbrias foi suplantado pelo tipo selvagem nas vias aéreas
superiores, pulmdes e sangue, na maioria dos casos (Fig.
5C-E). A cepa do tipo 2 D39, o derivado por insercgao da
ilhota D39V (rrgA-srtD) e o mutante de rlrA D39V (rrgA-
srtD)A(rlrA) também foram usados em experimentos de
competig¢do para colonizagdo nasofaringea e pneumonia. O D39
do tipo selvagem ndo fimbriado foi suplantado pelo mutante
de insercdo de ilhota fimbriado D39V (rrgA-srtD), enquanto
o mutante desprovido de rlrA ndo o foi (Fig. 5F). Os dados
atuais demonstram que as fimbrias pneumocdcicas participam

da colonizacdo, pneumonia e doenga invasiva.
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Exemplo 6
A ilhota rlrA tem uma participagdo nas respostas
inflamatdérias do hospedeiro

O surgimento de uma infecgdo pneumocdcica é afetado
pela resposta inflamatdria do hospedeiro, que pode promover
a depuragdo bacteriana, além de contribuir para o dano
local (pneumonia) ou dano sistémico (do qual a forma mais
severa é o choque séptico). Demonstramos recentemente que
diversos clones pneumocdédcicos provocam respostas pro-
inflamatérias de citocina distintas, quando administrados
i.p. aos camundongos (26). Demonstrou-se aqui que uma cepa
do sorotipo 6B e as cepas T4 e ST1621°F produzem fimbrias,
e todas provocaram uma resposta de TNF elevada apds ataque
i.p. (5). Em contraste, uma cepa do sorotipo 19F de um tipo
clonal diferente, ST425', n3o foi tdo eficiente na
colonizacdo das vias aéreas superiores de camundongos, e
provocaram uma resposta de TNF baixa (5). Isso também era
verdade para um isolado do sorotipo 1 e do sorotipo 7F (5,
22), que pertencem aos tipos clonais invasivos associados a
doencga invasiva relativamente leve e auséncia de
mortalidade em seres humanos (22). Esses clones foram
analisados quanto & presenga da ilhota de fimbrias rlrA por
PCR, sequenciamento e hibridizagdo por Southern blot. Os
resultados demonstraram que cepas pneumocdcicas ilhota
rlrA-positivas (ST205* e ST162"" do tipo 4 e 19F,
respectivamente) despertaram uma resposta de citocina
elevada, enquanto cepas ilhota rlrA-negativas (ST1917F,
sT228, e ST306 do tipo 7F e 1, respectivamente) induziram
uma resposta de TNF baixa (5). A presenga ou auséncia da

ilhota pneumocécica de fimbrias poderia, portanto, explicar
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a diferenga na resposta de TNF. Para testar essa
possibilidade diretamente, a resposta inflamatéria foi
medida durante infeccdo pneumocdcica invasiva apds ataque
dos camundongos i.p. com mutantes por eliminagdo fimbriados
do tipo selvagem e rrgA-srtD desprovido de fimbrias. As
infeccdes com os dois mutantes por eliminagdo também foram
feitas com doses maiores de infecg¢do para assegurar que as
respostas de TNF baixas ndo eram causadas pelos numeros
reduzidos de bactérias na corrente sanguinea. Os mutantes
T4 por eliminagdo fimbriados, bem como os basais ST162%°F,
mostraram uma resposta de TNF (Fig. 6) e uma resposta de
IL-6 (Fig. 7) significativamente menores, comparados com
suas respectivas cepas do tipo selvagem. Tabulando-se Os
valores de TNF contra os nimeros de bactérias, £ficou
evidente que a resposta de TNF aos pneumococos fimbriados
foi significativamente maior do que para O namero

equivalente de pneumococos ndo fimbriados (Fig. 6C e D).

" Além disso, a reintroducdo da ilhota rlrA em T4A (rrgA-

srtD) restaurou a alta resposta de TNF de T4 com fimbrias.
Esses resultados demonstram que S. pneumoniae produz
estruturas semelhantes a fimbria que se projetam da
superficie da célula bacteriana. A fimbria pneumocdcica ]
codificada pela ilhota de fimbrias rlrA, encontrada em
algumas, mas ndo em todas, as cepas pneumocdcicas. No S.
pneumoniae encapsulado, as fimbrias contribuem para a
adesdo de células epiteliais cultivadas, e para a
colonizacdo e doenca invasiva em modelos murideos de
infecgdo. A expressdo de fimbrias também aumenta a resposta
inflamatéria do hospedeiro. Pneumococos utilizam diversos

mecanismos para interagir com seu hospedeiro em estagios
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diferentes de infeccdo. A expressdo de fimbrias pode
facilitar a aderéncia bacteriana inicial, promovendo
colonizacdo da nasofaringe. Simultaneamente, bactérias que
expressam essas estruturas podem ter uma tendéncia maior a
desencadear inflamacgdo mucosa que pode promover depuragao,
mas potencialmente também podem levar & invasdo dos
pneumococos no tecido, caso a inflamagdo leve ao dano da
barreira mucosa.
Exemplo 7

Purificagdo de fimbrias de Streptococcus pneumoniae

Estoque de TIGR4 de S. pneumoniae em glicerol (-80°C)
foi crescido em &gar soja triptico suplementado com 5%
sangue de carne de carneiro desfibrinado (de um dia para o
outro a 37°C em CO, 5%). Foram usadas bactérias frescas
para incubar novas placas de &agar, e cultivadas por cerca
de 12 horas a 37°C em CO, 5%. As bactérias coletadas de
cerca de 10 placas foram lavadas uma vez em 35 ml de PBS, e
re-suspensas em 2 ml de tampdo PPB de protoplasto (10 mM
MgCl,, 50 mM fosfato de sdédio pH 6,3, 20% de sacarose)
contendo conjunto de coquetel de inibidor de protease
(Calbiochem). Cerca de 450 U de mutanolisina em 100 mM de
fosfato de sédio pH 6,3 foram adicionadas a cada metade da
suspensao, e incubadas a 37°C por cerca de 5 a 8 horas com
agitacdo suave até a formagdo de protoplasto ser detectada
por microscopia. O sobrenadante contendo material digerido
de fimbrias foi carregado em um gradiente de sacarose (25 a
56% em 10 mM MgCl,, 50 mM fosfato de sddio pH 6,3) e
processado por cerca de 20 horas a 38.000 rpm a 4°C (Fig.
10A). Todas as etapas posteriores foram realizadas a 4°C

com o uso de tampdes contendo inibidores de protease. Além
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disso, nuclease Benzonase™ (Novagen) foi adicionada para
remover impurezas de DNA e RNA. As fragdes de gradiente
coletadas foram testadas quanto ao material de fimbria com
o uso de anticorpos anti-RrgB. Fragdes contendo fimbrias
foram reunidas em pool e dialisadas contra 10 mM MgCl;, 50
mM fosfato de sédio pH 6,3 por cerca de um dia para remover
a sacarose.

Para reduzir a polidispersibilidade, foram
acrescentadas etapas adicionais de cromatografia. Quando
necessario, pools de preparagdes de fimbria foram
concentrados antes de carregd-los em uma coluna de
Superose™ 6 10/300 GL (Amersham Biosciences) (Fig. 10B). A
filtragcdo do gel resultou na separagdo de material fimbria
contendo fimbrias de diferentes pesos moleculares. As
fracdes de fimbrias purificadas foram avaliadas como sendo
homogéneas com base na microscopia eletrbnica e em
gletroforese em gel de sbédio dodecil sulfato poliacrilamida
e imunoblot com um anticorpo especifico de RrgB (Fig. 10C).
As amostras foram armazenadas a —80°C ou em nitrogénio
liquido até uso posterior.

Fimbrias purificadas de alto peso molecular mostraram
massas moleculares que variam de 2 x 10° a 3 x 10° Da. O
tratamento de fimbrias com calor na presenga de SDS
resultou em sua dissociacdo em moléculas menores, gerando
um escalonamento de bandas de peso molecular menor em um
gel poliacrilamida-SDS. A degradagdo de Edmarm das fimbrias
purificadas identificou uma sequéncia que corresponde ao
terminal N previsto da proteina RrgB produzida por clivagem
da seqliéncia sinalizadora (AGTTTTSVTVHXL; ID. DE SEQ. N°:

56) (Fig. 11A). A analise da seqiéncia de aminoacidos das
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seqiiéncias de peptideo triptico das fimbrias identificou um
fragmento da proteina RrgB de pneumococo TIGR4 com a
seqiiéncia de aminodcidos LAGAEFV1ANADNAGQYLAR (ID. DE SEQ.
N°: 7) (Fig. 11 B). Foi realizada a investigagao com
microscopia eletrdnica nas preparacgdes de fimbrias
purificadas coradas negativas (PTA 1%), marcadas por imuno-
ouro. Foram observados filamentos tubulares alongados até 1
pm de comprimento e cerca de 10 um de didmetro, similares
aqueles detectados em Dbactérias inteiras. Além de
filamentos de fimbrias Unicos, foram observados feixes de
estruturas individuais intensamente compactadas. Anti-soro
contra RrgB e RrgC purificadas reagiram com fimbrias
isoladas sob EM por imuno-ouro (Fig. 15) e na analise
western (Fig. 10C). O padrdo de marcagdo com ouro de anti-
RrgA, anti-RrgB e anti-RrgC é mostrado na Fig. 16.
Exemplo 8
Proteinas de fimbrias RrgA e RrgB se associam in vitro

As proteinas de fimbrias RrgA, RrgB e RrgC foram
purificadas, como descrito no Exemplo 1. As preparagOes de
proteina purificada foram incubadas in vitro em temperatura
ambiente, 37°C, 65°C e 95°C por 5 minutos. As preparagdes
incubadas foram processadas em um gel desnaturante de
poliacrilamida. Foram observados complexos de alto peso
molecular nas prepara¢gdes de RrgA e RrgB, mas ndo nas
prepara¢des RrgC-His (Fig. 9A). A presencga de RrgA e RrgB
nos complexos de alto peso molecular foi confirmada por
Western blotting (Fig. 9B). Também foram detectados
complexos de alto peso molecular nas preparagles de RrgA e
RrgB por cromatografia por exclusdo de tamanho (Fig. 9C) .

Exemplo 9
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Anti-soros preparados contra fimbrias s8@o protetores contra
infecgdo

Os camundongos foram atacados i.p. com bactérias T4,
como descrito no Exemplo 1, exceto que os camundongos
receberam a administracdo de anti-soros contra fimbrias
purificadas (antifimbria), anti-soros contra a preparagao
purificada sob condig¢des idénticas de bactérias que ndo
produzem fimbrias (anti-Afimbria) ou controle de solugao
salina (ctrl). Em experimentos paralelos, os camundongos
receberam a administracdo de anti-soros idénticos diluidos
1:10. Os animais foram observados ao longo de dez dias
quanto a mortalidade, e a carga bacteriana foi medida em 24
horas pdés-ataque. Todos os camundongos tratados com soOros
antifimbria ndo diluidos tiveram cargas bacterianas abaixo
do nivel de deteccgdo; o tratamento com soOros diluidos a
1:10 ainda gerou alguma protegdo (Fig. 12Aa). Soros
antifimbria tanto diluidos quanto ndo diluidos forneceram
uma reducdo significativa da mortalidade, comparados com O
controle de solucdo salina (Fig. 12B). Além disso, OS soOros
preparados contra fimbrias forneceram maior protegdo contra
bacteremia e mortalidade do que os soros anti-Afimbria
(Figs. 12A-B). Esse exemplo demonstra que SOros especificos
para fimbrias purificadas forneceram protegdo significativa
contra infeccgdo por S. pneumoniae em um animal modelo.

Exemplo 10
Fimbrias purificadas e proteinas de fimbrias se ligam aos
componentes da matriz extracelular

A ligagdo de RrgA, RrgB, RrgC, fimbrias purificadas e

falsas fimbrias purificadas aos componentes extracelulares

foi determinada por ELISA. A ligagdo de componentes de
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fimbrias aos componentes da matriz extracelular mucina I,
vitronectina, lactoferrina, colédgenos I e IV, laminina,
fibronectina e fibrinogénio foi medida. Resumidamente,
placas de fundo achatado de 96 pogos Maxisorp™ (Nunc,
Roskilde, Dinamarca) foram revestidas por 1 hora a 37°C,
seguida por uma incubagdo de um dia para o outro a 4°C com
2 pg/pogo com mucina I, vitronectina, lactoferrina,
coldgenos I e IV e fibrinogénio, e com 1 ng/pogo com
laminina e fibronectina em solugdo salina tamponada com
fosfato pH 7,4 (PBS). Uma placa revestida com BSA serviu
como controle negativo. Os pogos revestidos foram lavados 3
vezes com PBS/Tween 20™ 0,05%, e blogueados por 2 horas a
37°C com 200 pl de BSA 1%. As placas foram lavadas 3 vezes
com PBS/Tween 20™ 0,05%. As amostras de proteinas (RrgA,
RrgB e RrgC) foram inicialmente diluidas até 0,4 pg/pl com
PBS. Duzentos pnl de solugdo de proteina e 25 pl de
preparacdo de fimbria (em um volume total de 200 pl com
PBS) e os respectivos controles foram transferidos em
placas bloqueadas revestidas nas quais as amostras foram
diluidas serialmente duas vezes com PBS. As placas foram
incubadas por 2 horas a 37°C e de um dia para o outro a
4°C. As placas foram lavadas 3 vezes com PBS/Tween 20™
0,05% e incubadas por 2 horas a 37°C com anticorpos
primdrios de camundongo anti-Rrg (diluig¢des de 1/10.000):
placas revestidas com RrgA, RrgB e RrgC com anti-RrgAa,
anti-RrgB e anti-RrgC, respectivamente, placas revestidas
com fimbrias foram incubadas com anticorpos anti-RrgB. Apds
mais 3 etapas de lavagem, a IgG antigeno-especifica foi
revelada com IgG de cabra anticamundongo conjugada a

fosfatase alcalina (Sigma Chemical Co., SA Louis, Mo.) apds
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2 horas de incubagado a 37°C.
Foi observada uma ligagdo significativa ao colageno T,
A lactoferrina, laminina, fibronectina e ao fibrinogénio
(Fig. 13). Em todos os casos, a ligagdo mais forte foi
observada para RrgA, seguida por RrgC e RrgB em niveis
menores. As fimbrias purificadas mostraram ligagdo menor,
mas detectavel. Esse exemplo demonstra a 1ligagdo de
fimbrias purificadas e proteinas isoladas das fimbrias aos
componentes da matriz extracelular, e sugere uma fun¢ao das
fimbrias na adesdo/colonizagdo.
Exemplo 11
Fimbrias purificadas induzem respostas de citocina in vitro
Células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) e
mondcitos foram colocados em contato in vitro com uma
preparacdo purificada de fimbrias e uma falsa preparagao
purificada de T4 que ndo expressa fimbrias. A produgao de
citocinas pelas células em resposta as fimbrias foi medida
por ELISA. Fimbrias purificadas induziram a produgéo de
citocinas inflamatdrias TNF-alfa, IL-12p40 e IL-6,
comparadas com o controle de fimbria delta (Fig. 14). Nao
foi observada indu¢do para TLRs 2, 7, 8 e 9.
Exemplo 12
Anilise por microscopia eletrdnica por andlise de fimbrias
purificadas
Cinco microlitros da preparagao de fimbrias
purificadas foram colocados eﬁ uma tela de cobre de trama
300 revestida com uma fina pelicula de carbono. As telas
foram entdo coradas negativamente por adigdo de 5
microlitros de PTA 1% (dcido fosfotlngstico). O excesso de

liquido foi removido.



10

15

20

25

30

132/136

As telas foram observadas com o uso de um microscdpio
eletrbnico FEG200. As imagens foram registradas em uma
voltagem de aceleragdo de 100kV e aumento nominal de 50000X
sob condicdes de baixa dose. As fimbrias foram observadas
como estruturas alongadas e flexiveis (Fig. 18).

As microfotografias eletrdnicas foram escaneadas, e as
imagens foram entdo convertidas no formato IMAGIC 5
(imagic5.de) . Porgdes idénticas de fimbrias foram
escolhidas dos negativos digitalizados pela utilizagdo de
caixas quadradas (300 x 300 pixels) pela utilizagdo do
software EMAN. Entre a colegdo de fimbrias totalmente nas
caixas, somente fimbrias lineares com alguma diregdo de
crescimento e didmetros similares foram processadas.

Na primeira andlise, as fimbrias na caixa foram
invertidas em densidade, filtradas por passagem alta e
passagem baixa e depois alinhadas para a projegdo de um
cilindro-modelo com o mesmo didmetro (Fig. 18). O
alinhamento rotacional foi aplicado com o uso da fungdo de
autocorrelagao, seguida por alinhamento translacional
perpendicular somente ao eixo do cilindro.

O perfil de densidade através do eixo do filamento da
média foi calculado, e mostrado por representagdo grafica.
O perfil de densidade indicou fortemente que a fimbria é
uma estrutura sdélida, compacta, sem orificios no meio, e
que a estrutura global possui um didmetro médio calculado
de 11,5 nm (Fig. 18). Um diémetro similar (11 nm) foi
calculado a partir do volume tridimensional obtido por
simetria de rotacdo, atribuindo-se &ngulos de rotagao
aleatoriamente aos segmentos-haste alinhados (Fig. 19).

Além disso, o volume mostrou que a superficie das fimbrias
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ndo é suave (Figs. 18-19).

Varios dos segmentos-haste pré-alinhados que
apresentam fortes <caracteristicas estruturais de uma
repeticdo de 13 nm foram ainda alinhados por geragdo de uma
média axial com a geragdo de uma imagem bidimensional
aprimorada com um sinal mais forte (Fig. 20).

As imagens bidimensionais (proje¢des de uma estrutura
tridimensional) (Figs. 21-22) mostram claramente que as
fimbrias s3o feitas por pelo menos 3 “protofilamentos”
dispostos em uma estrutura coiled-coil com um didmetro
médio de 10,5-11,0 nm e uma inclinagdo de 13,2'nm (Fig.
23). O didmetro das fimbrias na posigdo nodal & de 6,8 nm e
cada um dos ‘“protofilamento” possui um di@metro de 3,5 nm
(Fig. 23).
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OUTRAS MODALIDADES
Diversas modalidades da invencdo foram descritas. No
entanto, serd subentendido que podem ser feitas varias

modificacBes, sem se afastar do espirito e escopo da invengao.
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Ala
820
Brao Gln

Ile Thr'

Gly Ile

Gln;
The
790
Glu

Gln

ASD

Gly

4/25

. 760
aAsn Gly
715 .
Pha Lys

Pro Ala

lle Val
Pro
840
Pgo

Ila

Giu
855

Met- Leu

T 870

Gly
885

tcaacaaatt
ctgcaacagt
caacagatygg
ataaagtggg
caaatactasa’
cacaaacatt
ctgaaggage -
ticacagtrt
teocaattga
atacagaags
cacgtgtaga
ttgttacaaa
ctgaaggbtt
aagcagglys
ctggtttage
cagcattgaa
atggtaataa
atttgacatt
aagcaacgtt
cascagacaa
ttgaacgtay
ttgetgkeaa
ttgttacats
cagaatttgt
sagtgaglca
ttgetgoctia
acaaagatca
tggcagatas
aaattacaggy
atgceattact
gacaaggcat
aaaaaatcac

val Leu

Leu Tyr

tttaacaatg
ttttgegget
ggatatggat
rgttctacet
taatgaaatt
taaactctea
taasntttaac
atcagcttat
aattgeatta
aaagccaaad
tagagataca
aartccagea
ggcattenac
ttatgctcta
taaagtgaat
tgacasages
tecagatcacs
gaccaagaca
cgatttggtt
aaatacaget
tataaaaggy
gaactggaaa
tggtaaasig
aattgcaast
agaagagaagy
taacgotett
agetgettat
ggacaatg¢aa
cottotigea
aactageogt
tgagtatact
tatcecacaa

Thr
Asn
Gly
AsSn
825
RAla
Tie
-Pro’

Thr

Tyr Gln
Seyx
795
Lys

Leu

Tyx
810 R
Gly 6lu

Gly Tyr

Pro Pro

Phe Tyx
875
Arg Lys
890 .

Streptococcns pneumonise TIGR4

cttgctgeet
gggacgacaa
aaaattgcaa
gcaaatgosa
attgatgaaa
‘@gggcaatge
acggeaaatt
groggtgaag
ccattgaacy
attgataasg
cctgtgaace
cttgetaatt
aaaggtacay
acagaagtag
gaccaaaacg
attgtagaag
gggaatactc
tgggttgatg
aatgcrcaga
actgttaacg
tattecagecag
gqacgaaaatc
tttgtcazayg
getgataaty
cagttggtig
actgcacaac
aatgctgcetg
aatgttgtga
ggtacatatt
cagaaatttyg’
gotggtteag
acgggtogta

Asn Val

Asp Gly

‘165
Arg
780
Lys
Pxo Val Gla
Val Arg
830
Glu Phe Thr
T 845
Lys Acrg
860
Lau Ile

Glu
Gly

His Pro

«

tattactgac
caacatotgt
atgagttaga
aagaaattygc
atggcecaaac
cggecaactge
taccagetge
atggagcaac
atgttgtgga
atttcéaaagg
accaagttgyg
atgoaacage
tgadagtaac
ceactggttt
ctgaaaaaac
taccagaate
caaagecegas
ctacaggtge
ctggtaangt
gattggatas
attatcaaga
caaaacoact
ttaatgatas
ctggtcaata
ttacaaceaa
aacaaactca .
tgattgetge
aattagttte
acttagasaga
aagtcactge
gtaaagatga
ttggtacaat

Azp

Thr Gly
Arg
800
Lys |

Tyr"

Asn
815%
val Thx

Asn_Rsp

‘Tyr Pro
Met

Cys
- 880

agegagtage
taccegttecat
aacaggtaac.
cggtgttatyg
totaggagty
aatgaaaaaa
taagtataaa.
cttaacaggt

.tgcgeatgtg

taaagceaat
agatgttgta
aaactggage
tgttgatgat
tgatttgaaa
tgtgaaaatc
taatgatgta

Jtaagecaaat

acgaattccg
tgtacaaact
aaatacagaa
aatcactaca

-tgatccaaca

agataataegt
tttagcacyt
ggatgettta
gcaagaaaaa
caacaatgca
tgatgeacas,
Zacaaaacayg
aacttcttat
cgctacaaaa®

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680,
1740
1800
1860

tatctttget 1920



gtabcggggg ctgcgattet gggtattgea gtgtacgeat atgttaaaag.caacaaagah

gaggatceac ttgettaa

<210> 4

<211> 665
<212> PRT
<213> Streptococeus

<400> 4

Met Lys
1 .
Thr Rle

‘Thr Thr

Mot Asp
50

Lys Val

65

. Phe val

Thx L.eu

Met Pro

Phie Asn
130

His Ser

145

Ser Lys

msp Ala

Lys As§~

Asp Thr

Ser
Ser
The
35

Lys
GCly
Trp
GLy
Ala
115
Thr
Len
Ala
His
Phg

185
Pro

210 .

val tThr
225
hsp Arg

Thr Yal
val Ala
Yal Asn

290
Thr Leu
305 «
Thr Phe
Agn Lys
Asp Ala

Len vVal
370

Lys
Met
Asp
Thr
275
Asp
Asn
Aszn
Pro
Thr

3585
Asn

Ile
Ser
20

Ser
Ile
val
Thi
Vval
100
Thr
Ala
Ser
Vval
Val
180
Lys
val
Ile
Thx
Asp
280
GLy
Gln
Asp

Ty

Asn’

340

Gly-

Ala

Asn
3
Leu
Val
Ala
Eeu
Asn
85
Asn
Ala
Asn
Thr
Pro

165
Tyr

Gly

Asn
Pro
Glu
285
Vail

Phe

Rzn

Lys
Gly
325
Gl
Ala

Gln

pneumoniae TIGR4

Lys
Phe

Thx

Mt
Leu
Tyz
150
Ile
Pro
Lys
His

Ala
230

GLy

Ala
310¢
Asn
Ash

Pro

Thr

Phe

Ser

Gin
215
Leu

Lou

. Leu

,Leu

Glu
295
Ile
Avn
Gly
Ile

Gly
375

5/25

>

Leu Thr

‘Ala gla

1 Leu Glu

asn; Ala
Asn Glu

Pro Gln
109

-ﬂyvaau

120
Ala Ala

Gly Glu
Tle Glu
Asn Thx
185
hsn Pro
200
Val Gly
Ala Asn
Ala Phe

Glu Ala
265

Lys Leu:

280

iys Thr

val Giu

Pro Asp

Asp Leu
345

Pro Ala

360
Lyas Vak

Met
10
Thr

g Leu

Thx
Lys
Ile
90

Thr
Thr
Lys
Asp
Leu

170
Glu

Dsp

Asp
Tyr
Asn
250
Gly
Thr
Val
val
His
330
Thr
Gly

Val

Lesu
val
Leu
GLy
Glu

Ile

Fho,

Glu
Tyx
Gly
155
Pro

Ala

Thr

val
Ala
235
Lye
Asp

Asgp

-Lys

Pro
318
Gly

Leu

Ala

Gln

Ala
Phe
Ala
Asn
&80

Ile
Asp
Lys
Ala

Lys
140

Ala.

Leu
Lys
Pro
Val
220
Thr
Gly

Tyr

Ala

Ile
300
Glu
Asn

Thr

‘Glu

Thr

. 380

Ala
Ala
Thr
45

TYL
Ala
Glu
Leu

Gla

- 125

Iile
Thx
Asn
Pro
Arg
205
Gliu
Ala
Thi
Ala
Gly
285
Thx

Ser

Thr

Lys

Ala
385
Val

Leu
Ala
Asp
Ala
Gly
Asn
Ser
110
Gly
Tyx
Leu
Asp
Lys
150
Val
Tye
Aan
Val
Leu
270
Leu
Tyr
Asn
Pro
Thi
350
Thx

Thr'

.

Leu Leu
Gly Thr
Gly ASp
Gly Asn

vali dMat

Gly. Gln

GLly Ala

RAla Lys'

Glu Ile

Thr Gly

160
Val Val
175 )
iie Asp

Asp Lya
Glu Ile

Trp Sex
240
Lys Val
255
Thr Glu

Ala Lys
Bar Ala

Asp Val
- 320
Lys Pro
335
Trp Val

Pha Asp

Leu Thr

1980 °
1999



Thr
385
Tyr

Asp
Lys
Glu Ile
Asn Pro
Lys
450
Phe

Lys

' G1u
485
Lys hla

Lys Asp

' Gln Gln
Tyr
530
Agp

Ala

Als
. 548
Gly Arg

Glu Thr

Phe Glu
Tyr

£10
Lys Ils
€25
val Ala

Asn Asn

<210>
<Zil>
<212>
<213>

5.
11g2
DNA

<400> 5

atgattagte
goagtecaag
gttagtoaat
tattoctatg
ctttotrote
teteatatte
tatecagetq
gcgaasaaad
aategettgg
gaggttcect
tatactgata
aaggagqatag
gragatcatd

Lys
Pho
Thr
Lys
Phe

Val

3 Leu

5 Gln

Thye
Gly

Lys

Asgn

T™hr Val

vVal

390

val

405
Thr
420
Pro

val

Ile

Glu Axg
Ala Gly
Leu Asp
Lys Gal

Ala_Asn

Ser Ile

Glu Ile

Asn
iys

Ala

6/25

Leu
395

YT

Gly
Gly
. 410

Val Lys

425

Thr
440
ABp

Pro

Asn
455

Ala Aszp

470 “

Lys
485

500
Thye

Ala
Asp

Gliu
5685

580
Thr

Gly

116

val Ser
Asp Arg
Glg Gin
Ala Val
Asn Glu.

530 |
Ile Thr
Pro Ala
Ala Thr
Ser Gly

Pro Gln

Gln Glu

Ala Val

Glu Lys
.- 520
Ile Ala
535
Asn Val

Gly Len

Gly Tyr

Glu Pro
Lys
Asn
Glu
iAla
505
Glu
Ala
val
ngu

Ala

Lys

Asp Asn

Ala Gly
478
Lys Gln
© 490
Ala Tyr

Lys Val

Asn Asn
‘Lew
SE5
Gly

Lys

Ala
570 -

‘Leu Leu

585

Ser Tyr
600
Lys Asp
615
Thr Gly

630

Ala

645 -
Asp
660

gtatetictt
cgtaagaaga
tgceatoteg
atgatcgggt
tonagaagac
caaatggtet
aatttetttt
cagatacaat
agggtgtegg
tgattggaga
aaaatggaga
agccactgge
agetggtgac

Ala Ile

Glu Asp

Met Gly-

Gln Leuw

Sex
Asp
Gly

Ile

Ala The

Ala Thr
Jle Gly
635
Ala val
650

Ala

665

tgttatgget

Streptococcus pncumoniae TICR4

ctgtgttttt

tcacacgitg ‘'gtettgcaat

tgatggtcat
geeaatigta,
ttcgtttgag
rtactatgtt
tgaaatgaca
gacaacaaag
ctttaadttyg
ataccgttac
gattttegtg
aggetatget
gattacggtt

cggttgcaay
agagacttgc
atgacctteo
cgotetatta
gatcasacyg
gtgaagctga
gtatcagtag
agttcttctyg
acaaatcttc
gttacgacgc
gtecaatcaga

val

Asn Thr Glu
400

Gln

asp Lys

Ser Ala Asp Tyx
415
Aszp Glu

Asn Lys

430

Trp

val TYr Gly

445
Axg Leu Ala Ala
460
Gln

Gly

Leu Alathzg
480

Thr

Tyr

Val Val Thr
498
Thr

Led

Leau Ala
510

Ala

Asn Ala

Lys Gln Ala
525

Ala Phe Glu Val

540

val

Trp
Gln
S60
Glu

Ser Asp Ala
Leu
‘875
Gln

The Tyr Tyr
Arg
590
Gly

Thr Ser Lys

Glu Ila Glu
805

val

Gly

Lys Val Asn Lys
820
Thr Ile Ile Phe Ala
640
Ala Tyr Val Lys

Fyxr
. . . 655

ctcttgtaty gogtgcacat
tggagaacta tcaggaggtyg
tatggaagtt.ggatgattcg
attegtggga tgagaataaa
ttgagaatca gattgaagta
toccagacgga tgeggtttot
tagageettt ggtcattgta
tzaaggtgga tcaagaccac

caagagatgt ttctgaaaaa

gtcaagtagg gagaactctc
ctottgggaa ctategtito
taggatacgga tgtccagetyg
asttaccacg tggcaatgtt

60
120
180
240
300
360
420
480
540 .
600

‘660

720
780



gactttatga
atgaaagaag
acatcaggga
tgggagctcec
gggaaagata
gatgtgccag
tttggtagty

<2i0> ©
<211> 393
%212> PRT

aggtggatgg
aaagcggaca
aagatggtey
aagctcecasac
ctegtaagga
atacagggga
gttattatct

tcggaccaat
c¢ctatactect
tttocyagtyg
tggttatgtt
actggtaaca
agaaaccttg
tacgaaaaaa

7/25

acctctette
gttcttcaaa
gaaggtctag
caattaacat

‘gtyggttaaaa

tatatcttga
ceaaataact

aaggggcaat
atggtaagga
agtatgggac
cgcetgttte
ataacaagceg
tgcttgttge
qa

<213> Streptococcus

<400> &

Met
i
Txp
Gin
Gly
Asp

65
Leu

ser
Phe
Pro
225
val
Arg
Lea
Thyr
Rsp
305
TEp

Ser

Ile
Gly
Yeu
His
50

Arg
Ber
ile

Ile

. The

130

fhr

Arg
Sexr
GLy
val
2140
Lea
Asp
Gly
Gln
Pro
250
Gly
Glu

fhe

Ser
Ala
Glu
35

Aryg
Val
Ser
Glu
Gln
115
ASP
Met
Led
Giu

Gin
195

Thr.

Ala
His
Asn
Gly
275
Val
Arg
Leu

Thy

Arg Ile
. 5

His Ala
20
Asn Tyr

Leu Gln
Gin Ile

Phe Lys
85
Val. Ser
100
Thi Asp

Gln Thr
The . Thr

Glu Gly
165

Lys Glu

180

¥val Gly

Asn Leuw
Gly Tyr
Gla Leu
245
Val Asp
250
aAla Met
Leu Gip
phe Azg
Gln Ala

325
1le Gly

pheumoniae TIGR4

Phe Phe Val

Val Gln Ala
val
40

Lys

Gln Glu

Vval Trp
- 55

Rrg
Thr

val Asp

Lys Ser

His Ile Pro

Ala Val Ser

120
‘PED

val Glu

135
Lys Val Lys
150

Val Gly Phe

Val Pro Leun

Met
Gln
25

val

Leu

Teu |

Phe
Asn
105
Ty;
Leu
Leu
Lys

Ile

‘185

Leu’
200
Gly

Arg Thr
Lo
215
val.

?éo
Ala Thr
230 .
yal Thr Ile

Phe Mat Lys

Phe Val

200

Lys
Asn Gly
295
val Glu
310
Pro

Gly

Thr Gily

Lys Agp Thr

TyE

Asn

Thr
Thr

Val
265

Met .
Lys Glu

b2 TE

iyr

Axg

Ala

Lau

4 Asp:

- Gln

Asp
Ser
Met

Leau

“Ala

Ile

Lys
i85

i Val

Glu
Asp

Arg

2 ABpP

235
Vval

Gly

Glu

. Vak

TYE
315
Gln

Giu

Cys
His
Leu
Ser

Trp

Thr-

Tyxr
Gln
val
140
Val
Ser
Tyr
Lys
Phe
220
Thr
Asn

arg

Glu

val

300
Gly

Lew

Leu

Phe

Thz

Pro
45
Tyr

Phe
Tyr
Phe

125
Als

Val
Arg
Asn

205
Lys

Asp V

Gln
Thy
Sar
285
The
Thr

Thr

val

Sex
Lau
30

sex-
Ser
Glu

Leu

Val

110

Leu

Lys

Gln

Asn
270
GLy
Ser
Tyr

Ber

ZThx

.gttcaaagte

agtagttgta
atactattta
ctttacaate
accacggatt
cattttgttyg

fey Val
15
val

Arg
Tye
Asn

Giu
95
Arg

#he
Lys
Asp

Arg
175
Sar Sex

Gla Ile

Val Glu

Gln Leu
240
Leu
258
Thr Ser

His Tyr

Gly Lys

Tyr Leu

320

Pro Val
33s

val

“Leu -

Pro

Val,

840

900

860.
1020
1060
1140
1182 ,
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.

340 - . sas T .~ 350

Lys Asn Asn Lys Arg ?to Arg Ile Asp Val Pro Asp Thr Gly Glu Glu
355 380 365
Thr Lew Tyr Ile Leu Met teu Val Ala Tle Leu,Leu Phe Gly Ser Gly
370 - 375 . 380
Tyr Tyr Leu Thr Lys Lys Pro Asn Asn .
385 ’ 390 .
,<210>'7 , -
<211> 20 . .
<212> BRT AR
<213> Stxeptccoccus pneumc_miae TI‘GR}‘
<400> 7
Lou Ala Gly ala le Phe Val lle Ma Asn Ala Asp Asni Ala -Gly Gln
b3 10 15
Tyr lLea Ala Arg . :
20 )
<210> 8
<211> S
<212> BRT
<213> Ssequéncia Artifi cial )
<220
«223> peptideo gerado sinteticamente
<2205 . '
<221> VARIANTE®
<222> 3 : ‘
€223> Xaa = Aminodcido ndo definido
<400> 8. o ’
Tyr Pro Xaa Thr Gly
1 5
<210> 8
<211> 5 .
<212> PRT - . ‘
<213>" sequéncia Artificial
<220> ' .
<223> Peptideo gerado sinteticamente
<220>
<«221> VARIANTE
222> 3

<223> Xaa = Aminoacido qualquer

‘<4005 9
I1le Pro Xaa Thr Gly
1 5
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<210> 10

<211> S

<212> PRT

<213> sequéncia artificial

<220>
<223> peptideo gerado sinteticamente

<220>

<221> VARIANTE * .t
<222> 3

<223> Xaa = Aminodcido gqualquer

<400> 10
Vgl Pro Xea Thr Gly
1 5

<210> 11

<21> 5

' <212> PRT )

<213> sequéncia Artificial

<220>
<223> peptideo gerado sinteticamente

<220> .

<221> VARIANTE *

<222> 3

<223> Xaa » Aminodcido gqualgquer

<4D00> 11
Leu Pro Xaa Thr Gly
1 5

<210> 12
<211> 5
<21i2> PRT o :
<213> sequéncia Artificial

<220> ’ ' :
<223> peptideo geradc sinteticamente

<220>

€221> VARIANTE '’

<222> 3 .

£223> Xaa = Aminoacido ndo definido

<400> 12
Val Val ¥Xas Thr Gly
1. 8,

210> 13
<211> 5
<212> PRT
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<213> Sequéncia Artificial

<220> L . . .
<223> Peptideo gerado sinteticamente

<220>

<221> VARIANTE = '.”

<222> 3

<223> Xaa = Am1noac1do qua]quer

‘ <400> 13

Glu Val Xaa Thr Gly
1 5

. 210> 14
<21k> 5
. <212> PRT
<213> Sequéncia Art1f1c1a1

+ 220>
<223> Pept1deo gerado s1ntet1camente

<220>

<221> VARIANTE

<222> 3

<223> Xaa = Aminoacido qualquer

<400> 14 .
Gln Val Xaa Th: Giy . <
1 5 )

<£210> 15

<21%i> &

<212> PRT

<213> sequéncia’ Art1f1c1a1

T <220>

223> Peptideo gerado sinteticamente

<220> B
<£221> VARIANTE
<222> 3 -
<223> Xaa =. Aminoacido qualquer

<400> 15 '
Leu Pro Xa= Ala Gly
1 5

<2X0> .16

<211>'5

<212> ¥RT . .
<213> gequéncia’ Art1f1c1a1

<220> .
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<223> Peptideo gerado sinteticamente

<400> 16
Gln Val Pro Thr Gly
1 5

<210> 17

<211> 5

<212> PRT ,

<213> sequéncia Artificial

<220>
<223> peptideo gerado sinteticamente

<220>

<221> VARIANTE °

<222> 3 .
<223> Xaa = any amino acid

<400> 17
Phe Pro Xaa Thr Gly
1 5

<210> 18

<2ii> 32 -

<212> DNA )

<213» Sequéncia Artificial
<220 -
<223» Iniciador

<400> 18 -
tttttgggee cttegtytte gtgotgactt ge

<210> 19
. €231> 33

T <212> BNA :

<213> sequéncia Artificial

- K220
<223> Iniciador

<400> 19 .
ttteeggate cgatgtiget gattaagacy agc

<210> 20

<2il» 21

<212> DRA

213> gequéncia Artificial

<220>
<223>» !Iniciador

<400>° 20 -
aacthotEts acgttteege ©

32

33

21
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<210> 21

<211> 19

<212> DNA

<213> sequéncia artificial

<220> _ . .
<2233,‘In1|:1ach:1r'

 <400> 21
accgaaagac agacgagee

<210> 22

<211»: 32 - B .
<212> DNA o

. €213> gsequéncia artificial

.- <220> o
<gz3§:In1c1ador

- <400> 22
ttggatceet ttoaatactg tagadaagag ga:

<2)0> 23

<211> 31 .
£212> DNA ) .
<213> sequéncia Aartificial

<220> .
<z23> - Iniciador

<400> 23
ttgggeecta aaacaatica tecagtazaa ¢

£210> 24 B}
<211> 33

<212> DRA -

<213> sequéncia Artificial
<2206>

«223% . Iniciador

<400> 24
tctatgocta ttecagagga aatggatogy ate

<210> 25
<211> 28

<212> DHA .
<213> sequéncia aArtificial

<220>
¢%23>  Iniciador

<400> 25 . -
ctagggecct ttecttatge ttttggac

<210> 26

19

.32

31

33

28



<211> 22
<212> DNA .
<213> sequéncia Artificial

<220>  _ . :
¢223> . Iniciador :

<400> 26 .
aggagacatt ccttcegtat ot

<210> 27

£211> 20

<212> DNA ‘

' €213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> . Iniciador

<400> 27 .
caagagcaca gegtggtact

<210> 28

<211> 21

<212> DNA .

%213> sequéncia Artificial

220> .
¢223> Iniciador

<400> 28 . .
caaggtccaa acctactgaa © -

«210> 29

<21ii> 23

<212> DNA )

<213> sequéncia Artificial

<220> o

<¢223> Iniciador

<400> 29 :
gogggeceet gagatataca gcacaghad

<210> 30

<Zll> 29

<212> DWA L

<213> sequéncia Artificial
<220>

<223» Iniciador

<4060> 30 - )
cgggatcect gguatttetg ggaatcetg

<210> 31
<211>-23
<212> DHA

22

20

21

29

29



<213> gequéncia Artificial

<220>
<223> Iniciador

<400> 31
cgtttcaagt getateadtg tte

<210> .32 _
<211> 26

' €212> DNA

<213> sequéncia Artificial

<220> .
<223> ' Iniciador

" <400> 32

atataacatyg aacagttggg ttctrg

T <210> 33

8

<211> 33
<212> DNA _ )
<213> sequéncia Artificial

<220> o
<223> ;Iniciador

<400> 33

14/25

atatagggcc caacctottg caattatacc aca

<210> 34

<211> 32

<212> DNA 3 ) .

<213> gequéncia Artificial
<£220>

<223> . Iniciador

<400> 34

atateggatc ccgogtttga actgtacctc aa

<210> '35 ’ .
<211> 27

<212> DHA _

<213> sequéncia Artificial
<220>

£223> ;Iniciador

<400> 35
atatacagha soctgbctoat ccaasate

<210> 36

<211> 29 . B

<212> DNA .
<213> gequéncia artificial

23

" 26

33

32.

27
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<2205 ‘. . - -
<223> Iniciador

<400> 36
atatactget tcaatccatt agttatttec

<210> 37

<211> 30

<212> DNA )

. <213> sequéncia Artificial

£220> .
<223> - Iniciador

<400> 37 .
atatattgat tgtaaaaatt ccatctatig -
<210> 38

<211> 30

<212> DNA - ]

«213> sequéncia artificial

<220> o

<223> . Iniciador

"<400> 38
ttggatcett atttecctcg tagtaaacgt

<210> 39

R23131> 32

<212> DWA . )

<213> sequéncia Artificial
220> L.

«223> Iniciador

<400> 39 )
ttgggeccaa agaaatgaasa qgagaqctaé gg

<210> 40

£211> 2%

<212> DNA _

<213> sequéncia Artificial

<220> .
<2235 Iniciador

<400> 40 _
caeggtccaa acctactgsa ¢©

<210> 41

<211i> 29

<212> DNA

<213> sequéncia Artificial
<220>"

<223> . Iniciador

29

30

30

Y

21
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<400>.81. o
gcgggecoet gagatataca, gcacagtce

<210> 42 -
<211> 29 :
<212> DNA o .
<213> sequéncia Artificial '
<220> o
© «223> .Iniciador
<400> 42 T ’ : -
¢gggatccet .ggeatttctg ggaatecty.: .
<210> 43 .
<211> 23 . R
<212> DMNA . .. ‘
<213> sequéncia Artificial X .
. €220> o ‘
<2235 Iniciador

<400> 43 -
cgtttcaagt gcotatcactyg tte - i
£210> 44
<ZL1> 22. . . .
<212> D¥A o :

- «213> sequéncia artificial

<€2209>
e223> :Iniciador

<400> 44- ) .
QCCGCatCEf. gqcctcactg ca >,

<210> 45

<211> 26

<212> DNA .

'€213> sequéncia Artificial .
<220>

<323>» :Iniciador

<40D> 45 . C . .
atataacaty aacagttggg ttottg

<210> 46"
£211> 33
<212> DNA .

<213> sequéncia Artificial ..

<220> .

<223> Iniciador " e

<400> 46 . .

s

« 29

23

22



‘atatagggce caacctcttg.casttatace
<210> 47 ’

<211> 32

<212> D¥A .

<213> sequéncia Artificial

<220> o
<223>:In1c1ador

<400> 47 .

aca

atataggate ccgegttiga actgtacctc aa

"<210> 48 .
<211> 27

<212> DNA .

<213> sequéncia Artificial

<220> ..
<2233 - Iniciador

<400> 48 . . ‘
aretacagta actgtctcat ccaaatc

<210> 49

<211> 29

<212> DNA )

<213> sequéncia Artificial

<220> .
<223 Iniciador

<400> 49 o

atatactgct tcaatccatt agttattte

<2%0> 50

<211> 30

212> DNA )

<213> sequéncia Artificial
<220> o

<223> . Iniciador

<400> 50 . .
atatattgat tgtaaaaatt ¢catcratag

<210> 51
<211> 43
<212> DNA
<213> gequéncia Artificial

<220>
<223> . Iniciador

<400> 51

17/25

»

cgcggatcca aaggagaatc atcatgctaa acagatacat tge

R 9

33

32

30

43
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<210>» 52 - « .

<211> 30 . ; .
<212> O¥A e . .
<213> Sequéncia Artificial

<220> | _ . .
<223>_.In1c1adqr

<400> 52

. cectctagat . tataacaaat agtgageett

<210> 53 . L ’ g
<211> € ! SRS
<212> PRT . o -
<€213> sequéncia Artificial -

' <220>
<223> Peptideo gerado sinteticamente

< <400> 53
-GlLy Ser.Gly Gly Gly Gly
1 5

<210> 54

<211> 6 .

<212> DNA )
<213> sequéncia Artificial

<220> - S
<223> Padrao de Exemplo

<400> 54 .
gtegtt -

<210> S5 T,
<211> 6 ¢

<Z12> DPRA ]
<213> sequéncia Artificial

$<220> - .
C 223> 'Padrao de Exemplo
<400> 55
ttogrt

<210> 56

<211>» 13

<212> PRT e
<213> sequéncia Artificial

<220> . . . .
<223> peptideo gerado sinteticamente

<220>
<221> VARIANTE ©
<222> 12

30
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<223> Xaa = Aminodcido qualquer L

<400> 5€ ) ; ° ) . .
Ala Gly Thr Thy Thr Thz Ser val Thr Vai Risaxaa Leu o
1 5 - 10 : .

<210> 57 .

<211> 5 T
<212> PRT _ . e
<213> Sequéncia artificial - .

<220> , i ] P
.<223> Peptideo gerado sinteticamente .

<€220> '

<221> VARIANTE i

<222> 3 :
¢223> Xaa = aminodcido qualquer

<400> 57 : : B .
Leu Pro Xaa Ser .Gly . , .
1 5. o

' <210> 58

<211> 19 . -

<212% PRT .
<2313> Sequéncia artificial -

<220> .
<223> Peptideo gerado sinteticamente

<220> i .

<221> VARIANTE 7

<222> 13, 14, 15, 16, 17, 18 - )

. ¢223>» Xaa = aminoacido qualquer ’ ) co

<4 00> 58 y ) o : ’ . f
Trp Leu Gln hsp Val jtis Val Tyr Pro Lys His Gln Xaa Xaa ?g& Xsa
1 ) . 10 T - :

Xaa Xaa Lys

b

<210> 59 -

£211> 19 . : ; .
<212> PRT | .
<213> Sequéncia Artificial .

<220> A
<223> Peptideo gerado sinteticamente

<220>

<221> VARIANTE o .. . .
<222> 13, 14, 15, 16, 17, 18 o . ) v
223> Xaa » aminoacido qualquer :
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<400> 59 - :
Trp Asn Tyr Asn Val Val Ala TYY Pto Lys Asn Thr Xaa Xaa ¥aa Xaa
1 5 10 15 °

" Xaa Xaz Lys

<210>.60
_ <211> 19

<€212> PRT .
<213> sequéncia Art1f1c1a1

<2205

<223> Peptideo gerado sinteticamentees
<220> o “
<221> VARIANTE -~

<222> 13, 14, 15, 16, 17, 18 ,
<223> Xaa * aminoacido qualquer

<400> 60
Trp Leu Tyr Asp Val Asn Val Phe Pro Lys Asn Gly Xaa Xaa Xaa Xaa
1 5 10 - 15

Xaa Xaa Lys

<210> 61

<211> 19

212> PRT

<213> sequéncia Aartificial -

<220> :

<223> Peptideo gerado sinteticamente

<220> )
<221> VARIANTE =

<222> 13, 14, 15, 16, 17, 18
<223> Xaa «~ Aminodcido qualquer

<400> 61
Trp Ile Tyr Asp Val His Val Tyr Pro Lys Asn Glu Xaus xaa Xaa Xaa
1 5 10 15

Xaa Xaa Llys-

<210> 62°
<211> 19
<212> ERT
<213> sequéncia Artificial -

<2205
<223> Peptideo gerado sinteticamente;

<220>
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<221> VARIANTE » .
<222> 13, 14, 15, 16, 17, 18 . . .
€223> Xaa = aminoacido qualquer ST i

<400> 62
Trp Asn Tyx Asn Val His Val Tyr Pro Lys Asn Thr Xaa Xaa Xaa xaa

1 5 . ) 0 . ) 15
Xaa,Xaa'Lys )

~—~—

~

- €210> 63

<2i1> 19

<212> PRT

<213> sequéncia Art1f1c1a1

<220> .
<223> Peptideo gerado sinteticamente

<220> .

<€221> VARIANTE

<222> 13, 14, 15, 16, 17, 18
<223> Xaa = Aminoacido qualquer

<400> 63 ' ’
Phe Leu Ser Glu Ile Asa Ile Tyr Pro Lys Asn Val Xa& Xeaa Xaa Xaa
1 5 10 15 .

Xaa Xaa Lys

<210> 64 .
<21i> 19 . ’ ) .-
£212> PRT

<213>‘Sequenc1a Art1f1c1a1

<2ZO> i
<223>» Peptideo gerado sinteticamente

<220> )

<221> VARIANTE .

<2322> 13, 14, 15, 16, 17, 18
<223> Xaa = Aminodcido qualquer

*

<400> Gd
Asp Val Val Asp Rlﬁ Hisz Val Tyr Pro Lys -Asn Thr Xaa Xaz Xaa Xaa
1 10 15

Xaa Xea Lye

<210> 85 . : ;
<211> 19 . ’
<212> PRT

<213> sequéncia Artificial

<220>,
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<223> Sequéncia consenso

<220> . i
<221> VARTANTE

<222> 1 !

<223> Xaa = Trp, Phe, Glu ou Asp
<220> .

<221>» VARIANTE

v<'222> 5, 7

<223> Xag ® val, Ile, Ala

<220> . )

221> VARTIANTE

<222> 8 .

<223> ¥Xaa = Tyr ou Phe

<220> ﬂ
<221> VARIANTE

x222> 11 -

<223> Xaa = Asn, His OU Asp

<220>

<221> VARIANTE

<222> 2, 3, 4. 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18
<233> %aa = aminodcido qualquer

230> i

<221> VARIANTE

<222> 19 .
<223> Xaa = Lya ou Leu

" «400> 65 . :
Kas Xaa Xaé XBa M%aa Xaa Xsa Xaa Pro Lys. Xaa Xaa Xaa Xae. Xaa Xaa
1 5 . w0 . 15

%as Xaa Xaa

f

<210> 66

<231> 12

%212> PRT ’

<213> sequéncia Art1f1c1a1

<220>
223> Pept1deo gerado 51ntet1camenta

<4(0> 66

Phe Cys Léu Val Glu Thr ala Thr Ela ‘Ser Gly Tyr
1 "10

<210> 67

<€2ii> 12

<212> PRT

<213> sequéncia Artificial

s
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<220> y
<223> Peptideo gerado sinteticamente

<400> 67
fhe Cys Leu bLys Glu Thr Lys Ald Pro Aéa Gly Tyr
1. 5. 1 E

<210> 68

<211> 12

<212> BRT

<213> Sequéncia Art1f1c1a1

<220> . .
<223> Peptideo gerado sinteticamente

<400> €8 .
Tyxr Val Leu Val Glu Thr Glu Ala Pro Thr Gly Phe
1 5 » 10

<210> 69

<211> 12

<212> PBT

<213> .Sequéncia Art1f1c1a1

<220> . .
<223> Peptideo gerado sinteticamente

<400> 69
Tyr Cys Lew Val Giu Thr Lys Ala fro Tyr Gly Tyr
1 5 10

<210> 70

<211> 12

<212> PRT

-(213>,Sequénc1a Artificial

<220>
<223> Pept1de0 gerado sinteticamente

<400> 70 .
Tyr. Lys Lau Lys G;u Thr bys.Ala Pro Tyr Gly Tyr
1 10

<210> 71

<211> 12

<212> PRT

<213> Sequéncia Art1f1c1a1

<220> . B

<223> Peptideo gerado sinteticamente

<400> 71
Tyc Pro Ils Thr Glu Glu Val Als Pro Ser Gly Tyr
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<210> 72

€211> 12

<212> PRT

<213> sSequéncia Aartificial

<220>
~<223> Pept1deo gerado sinteticamente
<400> 72 K :
Tyr Arg Leu Phe Glu Asn Sez Glu Pro Als Gly TYyx
"10

.<210> 73

<211> 12

<212> PRT . .
<213> sSequéncia Art1f1c1a1

$K220% . )
<223> peptideo gerado sinteticamente

<400> 73
Tyr Tyr Leu Trp Glu Leu Gln Ala Pro Thr Gly Tyr
10~

<210> 74 -
<211> 12

<212> PRT

<213> gsequéncia Artificial

220> . .
<223> Ppeptideo gerado sinteticamente

400> 74
Ty: Tyr Let Glu Glu Thr Lys Gln Pro Ala Gly Tyr’
10 :

<210> 7%

<211>°12 .
<212> ERT .
<213> . Sequenc1a Aartificial -

<220> L

<223> Seqliéncia consenso

<220> ’

<221> WYARIANTE .
<222> 1, 12 - . ..
<223> Xaa = Tyr ou Phe ’

<220>
<221> VARIANTE .
<222> 3 - . ’ .
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£223> Xag = Léu ou Ile

<220>

€221> VARIANTE

<222> 8

<223> Xaa = Ahla, Gln or Thxr
<220> .

<221> VARIANTE

<222> 9

<223> Xaa = Pro ou Ala
<220>

<221> VARIANTE

222> 2, &4, 7, 10

<223> ¥aa = amincacido qualquer -

<400> 15 ‘ .

Xaa Xaa Xas Xaa Giu PThr Xaa Xaa Xaa Xaa Gly Xaa
1 , [ 10

<210> 76
<211> 10
<212> PRT
<213> Sequéncia artificial

<g20> . .
<223> peptideo gerado sinteticamente

220>

<221> VARIANTE

£222> 2, 3, 4, 6

<223> ¥aa = Aminocacido qualquer

<400> 76 .
Trp Xaa Xaa Xaa Val Xaa val Tyr Pro Lys
1 5 o 10

<210> 77

<211> 4

<212> PRT s
<213> gequéncia Artificial

<220> . .
<223> PpPeptideo gerado sinteticamente

<220>

<221> VARIANTE

222> 2 L
<223> Xaa = aminoacido qualguer

L400> 717
Lew Xaa Glu Thr .
14 * ' i .- -
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REIVINDICACOES

1. Fimbria estreptocéccica isolada caracterizada pelo

fato de que é: uma fimbria de Streptococcus pneumoniae; uma
fimbria de Streptococcus pyogenes; oOu uma fimbria de
Streptococcus agalactiae.

2. Fimbria, de acordo com a reivindicagdao 1,

caracterizada pelo fato de que ¢é uma fimbria de

Streptococcus pneumoniae dque compreende uma proteina RrgB.
3. Fimbria, de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2,

caracterizada pelo fato de possuir um peso molecular de 2 x

10 a 3 x 10° Da.
4. Fimbria, de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2,

caracterizada pelo fato de ter sido separada de células por

digestdo enzimatica ou cisalhamento mecénico.
5. Fimbria, de acordo <com a reivindicagao 4,

caracterizada pelo fato de que o cisalhamento mecénico

compreende ultrassonificacgao.

6. Fimbria, de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 1, 2, 3, 4 ou 5, caracterizada por ser

substancialmente livre de células bacterianas.
7. Fimbria, de acordo com qualquer uma das

reivindicag¢des 1, 2, 3, 4, 5 ou 6, caracterizada pelo fato

de que a fimbria compreende trés protofilamentos.

8. Composigao imunogénica caracterizada por

compreender uma ou mais fimbrias de qualquer uma das
reivindica¢des 1, 2, 3, 4, 5, 6 ou 7.

9. Método de produgdo da fimbria de qualquer uma das

reivindica¢des 1, 2, 3, 4, 5, 6 ou 7 caracterizado por
compreender a submissdo de uma célula bacteriana gque produz

a fimbria & digestdio enzimatica ou ao cisalhamento
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mecinico, e o isolamento da fimbria da célula.

10. Método de isolamento de fimbrias de Streptococcus

pneumoniae caracterizado por compreender:

- a submissdo das células bacterianas que produzem
fimbrias de Streptococcus pneumoniae a digest@o enzimatica
ou ao cisalhamento mecdnico; e

- o isolamento das fimbrias das células.

11. Método, de acordo com a reivindicagdo 10,

caracterizado pelo fato de que as células bacterianas sdo

células de Streptococcus pneumoniae (por exemplo, células
TIGR4) , em que as células sao submetidas a
ultrassonificacdo ou & digestdo com uma enzima litica, e em
que os componentes ndo celulares sdo separados apbés a
ultrassonificacdo ou a digestdo, mas antes da etapa de
isolamento.

12. Método, de acordo com a reivindicagdao 11,

caracterizado pelo fato de que ainda compreende a

degradacdo de &cidos nucléicos com uma nuclease.
13. Método, de acordo com a reivindicagdao 10,

caracterizado pelo fato de que o cisalhamento mecanico

compreende ultrassonificagdo.

14. Método, de acordo com a reivindicagdo 10 ou 11,

caracterizado pelo fato de que a digestdo enzimatica é

realizada com o uso de mutanolisina.
15. Método, de acordo com gualquer uma das

reivindica¢des 10, 11, 12, 13 ou 14, caracterizado pelo

fato de que o isolamento compreende uma ou mais
centrifuga¢cdes por gradiente de densidade ou etapas de

cromatografia.

16. Método, de acordo com a reivindicag¢do 11,
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caracterizado pelo fato de que os componentes ndo celulares

sdo separados com o uso de centrifugagdo por gradiente de

densidade.

17. Método, de acordo com qualquer uma das

reivindica¢des 10, 11, 12, 13 ou 14, caracterizado pelo
fato de que a etapa do isolamento compreende a redugdo da
polidispersibilidade.

18. Método, de acordo com a reivindicagao 17,

caracterizado pelo fato de que a polidispersibilidade &

reduzida por separagdo das fimbrias de Streptococcus
pneumoniae por tamanho usando cromatografia por filtragdo
em gel.

19. Anticorpo que se liga especificamente a uma

fimbria de Streptococcus pneumoniae caracterizado pelo fato

de que o anticorpo preferencialmente (i) se liga a um
complexo de fimbrias, como comparada com a ligagdo do
anticorpo a uma proteina da fimbria que ndo esteja em
complexo, selecionada do grupo que consiste em RrgA, RrgB e
RrgC, ou (ii) n83o se liga especificamente a RrgA, RrgB ou
RrgC que ndo esteja em complexo.

20. Anticorpo, de acordo com a reivindicag¢do 19,

caracterizado pelo fato de que o anticorpo é selecionado do

grupo que consiste em um anticorpo monoclonal, um anticorpo
policlonal, um anticorpo quimérico, um anticorpo humano, um
anticorpo humanizado, um anticorpo de cadeia simples ou um
fragmento Fab.

21. Anticorpo, de acordo com a reivindicagdao 19 ou 20,

caracterizado pelo fato de que o anticorpo &€ marcado.

22. Anticorpo, de acordo com a reivindicag¢ao 21,

caracterizado pelo fato de que o marcador & uma enzima, um
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radioisétopo, agente de contraste, uma toxina ou um

fluordéforo.
23. Método de inducéo de uma resposta imunoldégica

contra Streptococcus pneumoniae caracterizado por

compreender a administragdo de uma quantidade eficaz de
fimbrias isoladas de Streptococcus pneumoniae a um
individuo.

24 . Método, de acordo com a reivindicagdo 23,

caracterizado pelo fato de que o individuo & um ser humano.

25. Método de deteccdo de uma infecgdo bacteriana

gram-positiva em um individuo caracterizado por compreender

o teste de uma amostra do individuo quanto a presenga de um
anticorpo para fimbrias bacterianas gram-positivas, em que
o anticorpo se liga preferencialmente a um complexo de
fimbrias, comparado com um componente das fimbrias.

26. Método de detecgédo de uma infecgdo  por

Streptococcus pneumoniae em um individuo caracterizado por

compreender o teste de uma amostra do individuo quanto a
presenca de um anticorpo para fimbrias de Streptococcus
pneumoniae, em que O anticorpo se liga preferencialmente a
um complexo de fimbrias, comparado com um componente de

fimbrias.

27. Método, de acordo com a reivindicagdo 25 ou 26,

caracterizado pelo fato de que a amostra & soro.

28. Método, de acordo com qualquer uma das

reivindicag¢des 25, 26 ou 27, caracterizado pelo fato de que

o individuo €& um ser humano.
29. Método de detecgao de uma infecgdo por

Streptococcus pneumoniae em um individuo caracterizado por

compreender contatar uma amostra com um anticorpo de



10

15

20

25

30

5/8

qualquer uma das reivindicag¢Ses 19, 20, 21 ou 22 e a

detecgdo da ligagd3o do anticorpo com um componente da

amostra.

30. Método de tratamento de um individuo que possui

uma infeccdo por Streptococcus pneumoniae caracterizado por
compreender a administragdo ao individuo de uma quantidade
eficaz de um agente que se liga especificamente as fimbrias
de Streptococcus pneumoniae.

31. Método, de acordo com a reivindicagdo 30,

caracterizado pelo fato de que o agente & um anticorpo.

32. Método, de acordo com a reivindicagdo 31,

caracterizado pelo fato de que o anticorpo bloqueia adesdo

do Streptococcus pneumoniae as células.
33. Método, de acordo <com a reivindicag¢do 32,

caracterizado pelo fato de que as células sdo células

epiteliais.
34. Método, de acordo com a reivindicag¢do 33,

caracterizado pelo fato de que as células epiteliais sao

células epiteliais do pulmdo ou da nasofaringe.
35. Método, de acordo com qualquer uma das

reivindicag¢des 31, 32, 33 ou 34, caracterizado pelo fato de

que o anticorpo (i) se liga preferencialmente a um complexo
de fimbrias, comparada com a ligagdo do anticorpo a uma
proteina da fimbria que ndo esteja em complexo selecionada
do grupo que consiste em RrgA, RrgB e RrgC, ou (ii) ndo se
liga especificamente a RrgA, RrgB ou RrgC que ndo esteja em

complexo.

36. Método, de acordo com qualquer uma das

reivindicag¢des 31, 32, 33, 34 ou 35, caracterizado pelo

fato de que o anticorpo bloqueia pelo menos 50% da adesdo
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de Streptococcus pneumoniae a célula, medida em um ensaio
que mede a adesd3o de Streptococcus pneumoniae as células
epiteliais pulmonares A549, comparado com um controle.

37. Método, de acordo com qualquer uma das

reivindica¢des 30, 31, 32, 33, 34, 35 ou 36, caracterizado
pelo fato de que o individuo & um ser humano.
38. Fimbria isolada ou multimero semelhante a fimbria

caracterizada pelo fato de compreender um polipeptideo que

compreende a seqiéncia de aminodcidos de uma proteina de
fimbria de Streptococcus pneumoniae com até 30
substituicdes, insercdes ou delegdes de aminodcidos.

39. Fimbria ou multimero semelhante a fimbria, de

acordo com a reivindicacdo 38, caracterizada por ter: (i)

até 20 substituic¢des, inser¢des ou delegdes de aminodcidos;
(ii) até 10 substituicdes, insergdes ou delegdes de
aminodcidos; ou (iii) até 5 substituigdes, inserg¢des ou
delecdes de aminoacidos.

40. Fimbria ou multimero semelhante a fimbria, de

acordo com a reivindicacdo 38 ou 39, caracterizada pelo

fato de que as substituigdes, insergdes ou delegdes de
aminodcidos sdo substituig¢des de aminodcidos.
41. Fimbria ou multimero semelhante a fimbria, de

acordo com a reivindicacdo 40, caracterizada pelo fato de

que as substitui¢des de aminodcidos sdo substituigles
conservativas de aminoacidos.

42. Fimbria ou multimero semelhante a fimbria, de
acordo com qualquer uma das reivindicagles 38, 39, 40 ou

41, caracterizada pelo fato de que a proteina & RrgA, RrgB

ou RrgC.

43. Método de purificagdo de Streptococcus pneumoniae
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de uma amostra compreendendo Streptococcus pneumoniae

caracterizado por compreender:

a) o fornecimento de uma matriz de afinidade que
compreende o anticorpo de qualquer uma das reivindicagdes
14, 15, 16 ou 17 ligado a um suporte sblido;

b) o contato da amostra com a matriz de afinidade para
formar um complexo matriz de afinidade-Streptococcus
pneumoniae;

c) a separacdo do complexo matriz de afinidade-
Streptococcus pneumoniae do restante da amostra; e

d) a liberacdo do Streptococcus pneumoniae da matriz
de afinidade.

44. Método de identificag¢do de um modulador de uma

atividade de Streptococcus pneumoniae caracterizado por

compreender: (i) o contato de uma célula suscetivel a
infeccdo por Streptococcus pneumoniae com um composto
candidato e Streptococcus pneumoniae, e a determinagdo de
se uma atividade de Streptococcus pneumoniae & inibida, em
que a inibigdo da atividade de Streptococcus pneumoniae é
indicativa de um inibidor de Streptococcus pneumoniae, Ou
(ii) o contato de uma célula animal suscetivel & ligagao
das fimbrias de Streptococcus pneumoniae com um composto
candidato e uma célula bacteriana que possui fimbrias de
Streptococcus pneumoniae, e a determinagdo de se a ligagdo
da célula bacteriana & célula animal é inibida, em que a
inibicdo da atividade de 1ligagdo & indicativa de um
inibidor da ligagdo de fimbrias de Streptococcus
pneumoniae, ou (iii) o contato de uma célula suscetivel a
ligagdo de fimbrias de Streptococcus pneumoniae com um

composto candidato e fimbrias de Streptococcus pneumoniae,
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M

e a determinacdo de se a ligagdo das fimbrias a célula

M

inibida, em que a inibigdo da atividade de ligagao
indicativa de um inibidor da 1ligagdo de fimbrias de
Streptococcus pneumoniae, ou (iv) o contato de uma célula
suscetivel & ligacdo de fimbrias de  Streptococcus
pneumoniae com um composto candidato e uma proteina de
fimbria de Streptococcus pneumoniae ou fragmento de ligagao
celular desta, e a determinacdo de se a ligagdo da proteina
de fimbria ou de fragmento desta & célula & inibida, em que
a inibicdo da atividade de 1ligagdo é indicativa de um
inibidor da ligagdo de fimbrias de Streptococcus
pneumoniae.

45. Método, de acordo com a reivindicagdao 44,

caracterizado pelo fato de que a atividade de Streptococcus

pneumoniae & a adesdo de Streptococcus pneumoniae as
células epiteliais pulmonares A549.
46. Método, de acordo com a reivindicagdo 44 ou 45,

caracterizado pelo fato de que a célula suscetivel é

isolada ou cultivada.
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PURIFICAGCAO DE ANTIGENOS BACTERIANOS

S3io apresentados métodos de isolamento de fimbrias e
de estruturas semelhantes a fimbria a partir de bactérias
gram-positivas, incluindo Streptococcus pneumoniae, €
composi¢des gque incluem essas fimbrias isoladas. Essas
composi¢des sdo Gteis como composigdes imunogénicas para a
produgdo de anticorpos e imunoestimula¢do. Também sdo
apresentados métodos de inibigdo de Streptococcus
pneumoniae e métodos de identificacdo de inibidores de

Streptococcus pneumoniae.
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