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CONJUGADOS DE ALERGENQS DE GATO BEM COMO VACINAS,
COMPOSIGOES FARMACEUTICAS E MEDICAMENTOS
CONTENDO A MESMA, E PROCESSO PARA SUA PRODUGAC. A
presente invengéo refere-se aos campos de medicina, saude publica,
imunologia, biologia molecular e virologia. A invengdo fornece
composicoes compreendendo uma particula semelhante a virus (VLP)
ou uma particula viral e, pelo menos, um antigeno, particularmente,
pelo menos um antigeno felino, e mais particularmente pelo menos um
antigeno felino que é um alérgeno humano. Em certas concretizagoes,
o antigeno é um antigeno da Fel dl, ou fragmento da mesma, ligado
covalentemente a VLP. A inveng&o fornece também processos para
produgdo das composigdes. As composicdes da invengio induzem
respostas imunolégicas eficientes, particularmente respostas de
anticorpos, em mamiferos, particularmente em seres humanos. As
composicoes e processos da invencdo sdo Uteis na producdo de
vacinas, particularmente para o tratamento e/ou prevengao de alergias
a caspa de gato e a outros antigenos e alérgenos de gatos.
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Relatério Descritivo da Patente de Invengdo para "CONJUGA-

. DOS DE ALERGENOS DE GATO E USOS DOS MESMOS".

Antecédente_s da Invencdo

Campo da Invencao

A presente invengao refere-se aos campos de medicina,' saude
publica, imunologia, biologia molecular e virologia. A invengdo fornece com-
posi¢des compreendendo uma. particula semelhante a virus (VLP) ou uma
particula de virus e, pelo menos, um antl'geno, particularmente, pelo menos, -
um antigeno felino e, mais particularmente, pelo menos um antigeno felino
que é um alérgeno humano. Em certas concretizagdes, o antigeno é um an- .

tigeno Fel d1, ou um fragmento do mesmo, ligado covalentemente a VLP. A

invengado fornece também processos para a produgdo das composigoes. As

composigdes da invengdo induzem respostas imunolégicas eficientes, em
particular, respostas de anticorpos, em mamiferos, particularmente, huma-
nos. As composicdes e processos da invengdo sdo uteis na produgao de
vacinas, em particular para o tratamento e/ou preyengéo de alergias & capas
de gatos e a outros antigenos e alérgenos de gatos.

Técnica relacionada

O gato doméstico (Felis domesticus) é uma fonte importante de
alérgenos internos (Lau, S. et al (2000) Lancet 356, 1392-1397). De fato,
gatos sdo encontrados em aproximadamente 25% das casas nos paisés
ocidentais e a alergia a gatos é encontrada em grande parte da populagéo. A -
gravidade dos sintomas varia de rinite leve e conjunt‘ivite a asma exacerbada
com risco de vida. |

Embora os pacientes sejam ocasionalmente sensibilizados por
diversas moléculas diferentes presentes na caspa e pelos de gato, o princi-
pal alérgeno é o Fel d 1 (isto é, alérgeno 1 do Felis domesticus, antigo Cat 1,
isto é, alérgeno Cat 1). A importancia deste alérgeno foi realgada em inime-
ros estudos. De fato, mais de 80% dos pacientes alérgicos a gatos exibem
anticorpos IgE contra este potente alérgeno (van Ree, R. et al. (1999) J. Al-
lergy Clin Immunol 104, 1223-1230).

O Fel d1 é uma glicoproteina acida com 35-39 kDa contendo 10-



5

10

15

20

25

30

20% de carboidratos ligados a N, estando presente no pélo, saliva e glandu-
las lacrimais de gatos. Ela é formada por dois heterodimeros ligados de mo-
do néo covalente. Cada heterodimero é constituido por um peptideo com 70
residuos (conhecido como "cadeia 1") e um peptideo com 78, 85, 90 ou 92
residuos (conhecido‘como "cadeia 2"‘), que sdo codificados por genes dife-
rentes (consultar Duffort, O. A. et al. (1991) Mol Immunol 28, 301-309; Mor-
genstern, J. P. et al, (1991) Proc Natl Acad Sci USA 88, 9690-9694 and Grif-

fith, I. J. et al. (1992) Gene 113, 263-268).

O tratamento de pacientes alérgicos a gatos é efetuado atual-
mente por terapia dessensibilizante envolvendo inje¢des repetidas com do-
ses crescentes de um extrato bruto de caspa de gatos ou de peptideos cur-
tos derivados da Fel d1. Lilja et al e Hedlin et al descreveram um esquema
para deésensibilizagéo durante o-qual foram fornecidos extratos brutos de
caspa de gato a pacientés alérgicos a gatos (Lilja, Q et al. (1989) J Allergy
Clin Irhmunol 83, 37-44 and Hedlin et al. (1991) J Allergy Clin Immunol 87,

955-964). Este esquema levou pelo menos de dois a trés anos e os pacien-

tes apds o tratamento de trés anos ainda apresentaram sintomas sistémicos.

- O uso de peptideos curtos, derivados da Fel d1, para a dessensibilizagéo

~ resultou em diferengas néo significantes entre o grupo do peptideo e o grupo

do placebo (Oldfield, W. L. et al. (2002) Lancet 360, 47-53). A eficacia foi |
somenté observada-quando uma quantidade grande (750 pg) do peptideo
curto foi fornecida aos pacientes (Norman, P. S. et al. (1996) Am J Respir
Crit Care Med 154, 1623-1628).

Os efeitos colaterais alérgicos como, reagdes asmaticas tardias,
foram relatados tanto no tratamento com extrato bruto de caspa de gato co-
mo no tratamento com peptideo curto. Por conseguinte, o choque anafilatico
decorrente de alérgeno injetado é uma questao importante de segurang¢a em
qualquer esquema para dessensibilizagao. No entanto, a prevéngéo deste
efeito, pela reducdo da quantidade de alérgeno injetado, ou reduz a eficacia
do tratamento ou prolonga o tratamento. Dessa forma, hd uma grande ne-
cessidade na’éréa de tratamento de alergia a gato para regimes alternativos

de dessensibilizagdo que sejam capazes de reduzir os sintomas alérgicos,
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porém que ndo desencadeiem a reacao alérgica colateral.

Sumario da Invencao
‘ Descobriu-se surpreendentemente agora que as composigdes e
vacinas da invengdo compreendendo, respectivamente, pelo menos um an-
tigeno da Fel d1, ou fragmento da mesma da invengéo, séo ndo sb capazes
de induzir respostas imunolégicas contra o Fel d1, e, pela presente, em par-
ticular respostas de anticorpos, capazes de dessensibilizar paciéntes que
sofrem de alergia a gato e, pela pr'esente’, em particular, dentro de um curto -
periodo de tempo, indicando a alta eficé'cria das composig¢bes e vacinas da
invengao, respectivamente. Ademais, descobriu-se surpreendentemente que
o Fel d1 da invengéo, quando ligado covalentemente a VLP, deacdrdo com
a invengéo, reduziu dramaticamente a atividade anafilatica, quando'cbmpa-_

rado ao Fel d1 da invengdo que estava ligado covalentemente & VLP, embo- -

" ra mantendo um alto grau de antigenicidade e imunogenicidade. Esse fato

representa uma grande vantagem sobre tratamentos contra alergia a gato da
técnica anterior uma vez que as composi¢bes e vacinas da invengao, res-
pectivamente, reduzem dramaticamente o risco de provocar choque anafila-
tico em animais e seres humanos a serem imunizados. Além disso, as com-
p‘osigée's e vacinas da invencéd, respectivamente, permitem que o antigeno
seja fornecido em doses muito mais altas em comparagéo a tratamentos
cdntra alergia a gatos da técnica anterior, o que por seu turno melhora a efi-
cacia e/ou encurta a duragdo do esquema total de dessensibilizagdo. Dessa
forma, as co.mposigées e vacinas da invencgao, réspectivamehte, induzem
respostas imunolégicas potentes contra o Fel d1, porém, sem desencadear
uma reacéo alérgica. | '
Dessa forma, na primeira. caracteristica, a presente invehgéo
fornece uma composicdo que compreende (a) uma particula central com
pelo menos um sitio de fixagdo, em que a referida particula central é uma
particula semelhante a virus (VLP) ou uma particula viral, e (b) pelo menos
um antigeno com pelo menos um segundo sitio de fixagdo, em que o referi-
do pelo menos unico antigeno é uma proteina Fel d1, ou fragmento da Fel |

d1, e em que (a) e (b) séo ligados covalentemente por meio de pelo menos
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de um primeiro sitio de fixagdo referido e pelo menos um segundo sitio de
fixacdo referido, para formar de preferéncia um arranjo antigénico ordenado
e repetido.

Em outra caracteristica, a presente invengao fornece uma com-
posicao de vacina. Além disso, a présente invencé@o fornece um processo
para administra¢gdo da composi¢cao da vacina para um ser humano ou mami-
fero ndo humano como um cachorro alérgico a gato, de preferéncia ao Fel
d1 de gato. Em uma concretizagdo preferida, a composi¢do da vacina.com-
preende ainda pelo menos um adjuvante. A composi¢do da vacina da inven-
¢éo é, no entanto, capaz de induzir uma forte resposta imunologica, particu-
iarmente resposta de anticorpos, sem a presenga de pelo menos um adju-
vante. Dessa forma, em uma concretizagédo de prefe’réncia, a vacina é des-
provida de um adjuvante. A prevencdo do uso de adjuvante pode reduzir
uma possivel ocorréncia de efeitos colaterais, relativos ao uso de adjuvan-
tes. |

Em uma concretizagdo preferida, a VLP incluida na composicao
e na cdm’posigéo da vacina, respectivamente, € produzida por redombinagéo
em um ho_sbedeiro e a VLP é essencialmente livie do RNA do hospedeiro,
de preferéncia, livre de acidos nucléicos do hospedeiro. O mesmo é vantajo-
so'para reduzir, ou de preferéncia, eliminar a quantidade de hospedeiro, pre- |
ferenci}almente livre de acidos nucléicos do hospedeiro, para evitar respostas
ndo desejadas de célula T, bem como outros efeitos colaterais ndo deseja-
dos como, por exemplo, febre.

Em uma concretizagdo preferida, a composigéo da invengao

“compreende ainda pelo menos uma substéncia imunoestimuladora, de pre-

feréncia, pelo menos um &cido nucléico imunoestimulador. Em ainda outra
concretizacao de preferéncia, o acido nucléico imunoestimulador ésté conti-
d'o na VLP da invenig:éo.»A inclusdo de substancias imunoestimuladoras, pre-
ferencialmente, acidos nucléicos imunoestimuladores, na composicdo da
invengcdo pode direcionar as respostas imunoldgicas para respostas Th1i e,
pelo mesmo, suprimir as respostas Th2 e, dessa forma, suprimir a producao
de IgE.
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Em um aspecto, a presente invengdo fornece um método para o
tratamento de alergia a gato pela administragdo da composicdo ou vacina da
invencao, respectivamente, a um alvo alérgico a gato, de preferéncia huma-
no. ' '

- Em ainda um outro aspecto, a presente invengéo fornece uma.
composigao farmacéutica compreendendo a composigéo da invengdo e um
veiculo farmacéutico aceitavel. A o o

~ Em mais um aspecto, é presente invenc;éo fornece um processo
para produgao da composigéo da invengéo compreendendo (a) uma particu- -
la central com pelo menos um sitio de fixacdo, em que a referida par_tl’CUIa A
central é uma particula semelhante a virus (VLP) ou.uma particula viral; (-b)'
provendo pelo menos um ant'l'geno'com pelo menos um segundo sitio de
fixacdo, em que o referido antl’geno é uma proteina Fel d1 ou fragmento da
Fel d1; e (c) combinando a referida particula central e o referido pelo menos
Unico antigeno pafa a producgdo da referida composigdo, em que o referido
pelo menos Unico antigeno e a referida particula central estéo Iigadds por
meio de pelo menos o referido primeiro e, pelo menos, o referidb segundo . .
sitios de fixacéo. S |

Em um aspecto, a invengdo fornece uma proteina de fusdo da
Fel d1, compreendendo a cadeia 1 da Fel d1 e a cadeia 2 da Fel d1, fundida
pbr meio de um espagador aminoacido, que liga o N-terminal de uma cadeia
ao C-terminal da outra cadeia, em que o referido espagador aminodcido é
constituido pbr uma sequéncia de a>minoécidos com 10-30 residuos de ami-
noacidos e em que a referida proteina de fus@o € produzida em E.coli ou em
que a referida proteina de fusdo nao é glicosilada. | ‘

Breve Descricao das Figuras

A FIG 1 mostra as proteinas de fusdo com Fel d1, renaturadas e
purificadas, coradas por Coumassie em gel ndo redutor de SDS-PAGE. As
amostras na faixa 1 usaram DTT como agente redutor. As amostras né, faixa
2 nao usaram DTT.

A FIG 2 mostra a desgranulagéo de basdfilos pelas proteinas de |

fusdo com Fel d1 isoladas ou pelas proteinas de fusdo com Fel d1 acopla-
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das a Q. O eixo X representa a concentragdo da proteina Fed d1 corres-
pondente. O eixo Y representa o percentual de basdfilos que foram desgra-
nulados.

A FIG 3 mostra os resultados do teste de puntura na pele ("prick
test") de um voluntario alérgico a gatds que recebeu QB-FELD1 nodia 0,7 e
14 e os testes foram também conduzidos nos dias 0, 14 e 21.

A FIG 4A mostra a pontuagéo de escalonamento de dose nasal

- e pontuagéo global nasal (FIG 4B) de um voluntario alérgico a gatos que re-

cebeu QB-FELD 1 no dito 0, 7 e 14 e os testes foram conduzidos no dia 0,
14 e 21.

Descricao Détalhada da Invencao

Salvo se definido de outra forma, todos os termos técnicos e ci-
en"u’ficos‘ utilizados no presente tém os mesmos significados conforme habi-
tualmente entendidos por aqueles com habilidade comum na técnica a qual
pertence esta inveng&o. | |

Adjuvante: O termo ;'adjuvante", conforme utilizado no presente,
refere-se a estimuladores ndo especificos da resposta imunolégiCa ou subs-

tancias que possibilitam a geragdo de um acumulo no hospedeiro, o qual

~ quando combinado a vacina e composi¢do farmacéutica, respectivamente,

da"presente‘ invencéo pode fornecer uma resposta imunoldgica ainda mais
acentuada. Pode ser utilizada uma variedade de adjuvantes. Os exemplos
incluem adjuvante de Freund completo e incompleto, hidréxido de aluminio e
muramildipepﬁdeo modificado. Outros adjuvantes sdo géis minerais como

hidréxido de aluminio, substéncias de superficie ativa como lisoleicitina, poli-

6ois plurdnicos, polidnions, peptideos, emulsdes oleosas, hemocianina do

molusco keyhole limpet, dinitrofenol e adjuvantes humanos potencialmente

(teis como BCG (bacilo Calmette-Guerin) e Corynebacterium parvum. Estes

adjuvantes sao também bastante conhecidos na técnica. Outros adjuvantes
que podem ser administrados junto as composi¢des da invengdo incluem,
porém sem restricdo, imunoestimulantes de monofosforil lipideos, AdjuVax
100a, QS-21, QS-18, CRL1005, sais de aluminio (Alum), MF-59, OM-174,

OM-197, OM-294 e adjuvantes de tecnologia virossomal. Os adjuvantes po-
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dem compreender também uma mistura destas substancias. A VLP foi .des_-'
crita, de uma maneira geral, como um adjuvante. Contudo, o termo "adjuvan-
te", cbnforme utilizado no contexto deste pedido, refere-se a adjuvantes de-
ferentes da VLP que esta sendo utilizada para as composicdes da mveng:ao
mais em acresmmo a referida VLP. :

Antigeno: Conforme utilizado no presente, o termo "antigeno"
refere-se a uma molécula capaz de se ligar a um .anticorpo Ou a um receptor
da célula T (TCR), se apresentada'por moléculas MHC. O termo "antigeno”, -
conforme utilizado no presente, engloba também epitopos de células T. Um
antigeno é capaz ainda de ser reconhecido pelo sistema |munolog|co e/ou .
ou de induzir uma resposta lmunologlca humoral e/ou resposta lmunologlca.
celular que leva a ativagdo de linfécitos B e/ou T. Esta pode, contudo, reque-
rer que, pelo menos em certos casos, o antigeno contenha ou estéja Iigado a
um epitopo de célula Th e seja fornecido em adjuvante. Um antl’ge'no'pode
ter um ou mais epitopos (epitopos B e T). A reagdo especifica, referida aci-
ma, visa indicar que o antigeno reagira de preferéncia, tipicamente de ma-
neira altamente seletiva, com o seu anticorpo correspondente ou TCR e nao
com a multiplicidade de outros anticorpos ou TCRs que podeféo ser incita-
dos por outros antigenos. Antigenos, conforme utilizados no presente po-
dem ser mlsturas de diversos antigenos nndlwduahzados

Sitio antigénico: O termo "sitio antigénico" e o termo "epitopo
antigénico", que sao utilizados no presente alternadamente, referem-se a
partes continuas ou descontinuas de um polipeptideo, que podem se ligar a
um anticdrpo ou um receptor de célula T, no contexto de uma molécula

MHC. Ligagdo imunoespecifica exclui ligagdo nio especifica, porém nio ex-

“clui necessariamente reatividade cruzada. O sitio antigénico compreende

tipicamente 5-10 aminoacidos em uma conformagao especial exclusiva para
o sitio antlgenlco

Associado: O termo "associado" (ou o seu substantivo, associa-
¢do), conforme utilizado no presente, refere-se a todas as maneiras possi-
veis, de preferéncia por interagdes quimicas, pelas quais duas moléculas

estao unidas. As interagbes quimicas incluem interagdes covalentes e niao
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covalentes. Exemplos tipicos de interagbes ndo covalentes sdo interagdes
idnicas, interagdes hidrofébicas ou ligagdes de hidrogénio, enquanto que
interagdes covalentes tém como base, a titulo de exemplo, ligagdes covalen-
tes como ligagbes éster, éter, éster fosfato, amida, peptidica, carbono-
fésforo e carbono-enkofre, como Iigagées tioéter ou imida.

Sitio de fixagédo, Primeiro: Conforme utilizado no presente, a ex-
pressédo "primeiro sitio de fixacdo" refere-se a um elemento que ocorre natu-
ralmente com a VLP ou que ¢ artificialmente acrescentado a VLP, e ao qual
o segundo sitio de fixagdo pode estar ligado. O primeiro sitio de fixagao pode
ser uma proteina, um aminoécido, um peptideo, um agticar, polinucleotideo,
Um polimero natural ou sintético, um metabdlito ou composto secundario
(biotina, fluoresceina, retinol, digoxigenina, ions metdlicos, fenilmetil sulfonil
fluoreto) ou um grupo quimicamente reativo como um grupo amina, um gru-
po carboxila, um grupo sulfidrila, um grupo hidroxila, um grupo guanidina, um
grupo histidina ou uma combinagéo dos mesmos. Uma concretizagéo de
preferéncia do primeiro sitio de fixagdo sendo um grupo guimicamente reati-
vo € 0 grupo amina de um aminoacido como a lisina. O primeiro sitio de fixa-
cdo esta Iocalizado tipicamente na superficie e, de preferéncia, na superficie
externa da VLP. Existem diversos primeiros sitios de fixagdo na superficie,
de preferéncia na superficie externa, da particula semente a virus, em uma |
configdrégéo repetida. Em uma concretizagdo preferida, o primeiro sitio de
fixacdo é associado a VLP por meio de pelo menos uma ligagdo covalente,
de'preferéncia' por meio de pelo menos uma ligacdo peptidica. Em uma outra

concretizagdo, o primeiro sitio de fixagcdo ocorre naturalmente com a VLP.

“ Alternativamente, em uma concretiza¢do de preferéncia, o primeiro sitio de

fixagdo é acrescentado artificialmente a VLP.

Sitio de Fixagcdo, Segundo: Conforme utilizada no presente, a
expressao "segundd sitio de fixacdo" refere-se a um elemento que ocorre
naturalmente ou que € acrescentado artificialmente ao Fel d1 da invengéo e
ao qual o primeiro sitio de fixacdo pode se ligar. O segundo sitio de fixacédo
da Fel d1 da inveng&@o pode ser uma proteina, um polipeptideo, um aminoa-

cido, um acucar, um polinucleotideo, um polimero natural ou sintético, um
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metabolito ou composto secundario (biotina, fluoresceina, retinol, digoxigeni-
na, fons metalicos, fenilmetil sulfonil fluoreto) ou um grupo quimicamente

reativo como um grupo amina, um grupo carboxila, um grupo sulfidrila, um
grupo hidroxila, um grupo guanidina, um grupo hitidina ou uma combinagéo
dos mesmos. Uma concretizagéo de preferéncia de um segundo sitio de fi-.
xagdo sendo um grupo quimicamente reativo é o grupo sulfidrila, preferenci- -
almente de um aminodacido da cisteina. Os termos "Fel d1 da invehgéo com
pelo menos um segundo sitio de fiﬁ(agéo"‘ref_erem-se, por conseguinte, a um -
constructo compreendendo o Fel d1 da invengao e pelo menos um segundo
sitio de fiXagéo. No entanto, particularmente para um segundo sitio de fixa- ,
¢ao que ndo ocorra naturalmente no Fel d1 da invengdo, este _construcfo
compreende ainda tipica e preferencialmente um “ligador’. Em outra c§ncre-

tizagdo de preferéncia, o segundo sitio de fixagdo é associado ao Fel d1 da

" invengdo por meio de pelo menos uma ligagcdo covalente, preferencialmente

por meio de pelo menos uma ligagdo peptidica. Em ainda outra concretiza-
cao, o segundb sitio de fixagdo ocorre naturalmente no Fel d1 da invéngéo.
Em mais uma outra concretizagdo de preferéncia, o segundo sitio de fixagédo
€ acrescentado artifiéialmente ao Fel d1 da invengao por meio de um Iigador,
em que o referido iigador compreende ou é constituido, alternativamente, por.
uma cisteina. Preferencialmente, o ligador é fundido ao Fel d1 da invengao
pdr uma ligagéo peptidica. . | |
| Proteina de revestimento: O termo "proteina de revestimento" e

o termo “proteina de capsideo”, utilizado altérn’adamente neste pedido, refe-
re-se a uma proteina viral, preferencialmente uma subunidade de um Capsij
deo natural de um virus, preferencialmente de RNA de um fago, que é'capaz
de ser incorporado em um capsideo viral ou em uma VLP. |

Fel d1 da invengdo: O termo "Fel d1 da inveng¢do", conforme uti-
lizado no presente, refere-se a pelo menos uma proteina Fel d1 ou pelo me-
nos um fragmento da Fel d1.

Cadeia 1 da Fel d1: O termo "cadeia 1 da Fel d1", conforme utili-
zado no presente, refere-se a um polipeptideo compreendendo ou, alternati-

vamente, constituido por uma seqléncia de aminoacidos como a SEQ ID
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NO:22 o uma seqiiéncia homdloga da mesma. O termo "seqléncia homdlo-
ga da SEQ ID NO:22", conforme utilizado no presente, refere-se a um poli-
peptideo que tenha uma identificagdo, em relagdo a SEQ ID NO:22, superior
a 70%, preferencialmente, superior a 80%, mais preferencialmente superior
a 90%, e ainda mais preferencialmehte superior a 95%. O termo "cadeia 1
da Fel d1", conforme utilizado no presente, deve referir-se também a um po-
lipeptideo que abranja pelo menos uma modificacdo pdés-translacional, inclu-
indo, mas sem restricdo, pelo menos uma glicosilagdo, da cadeia 1 da Fel
d1, conforme definida no presente. Preferencialmente, a cadeia 1 Fel d1,
conforme definida no presente, é constituida por no méximo 130, sendo ain-
da mais preferencialmente, por no maximo 100 aminoéacidos no total.

Cadeia 2 da Fel d1: O termo "cadeia 2 da Fel d1", conforme utili-
zada no .presente, refere-se a um -polipeptl'deo compreendendo ou, alternati-
vamente,‘ sendo constituido por uma sequtiéncia de aminoacidos como as
SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 25 ou SEQ ID NO: 26, ou uma sequéncia ho-
moéloga das mesmas. O termo "sequéncia héméloga da SEQ ID NO: 23,

| SEQ ID NO: 25 ou SEQ ID NO: 26", conforme utilizado no presehte, refere-
- se a um polipeptideo que tenha uma identificago, em relacdo a SEQ ID NO:
23, SEQ ID NO: 25 ou SEQ ID NO: 26, superior a 70%, preferencialmente

superior a 80%, mais preferencialmente superior a 90%, e ainda mais prefe-
rencialmente superior a 95%. O termo "cadeia 2 da Fel d1", conforme utiliza-
do no presente, deve referir-se também a um polipeptideo que abranja pelo
menos uma modificagdo pos-tranlacional, incluindo, mas sem restrigdo, pelo
menos uma glicosilagdo da cadeia 2 da Fel d1, conforme utilizado no pre-
sente. Preferéncialmente, a cadeia 2 da Fel d1, conforme definida no pre-
sente, é constituida por no maximo 150, mais preferencialmente de no ma-

ximo 130, sendo ainda mais preferencialmente de no maximo 100 aminoaci-

dos no total.

Proteina Fel d1: O termo "proteina Fel d1", conforme utilizado no
presente, refere-se a uma proteina que compreende ou, alternativamente, é
constituida pela cadeia 1 da Fel d1 e cadeia 2 da Fel d1. Preferencialmente,
a cadeia 1 da Fel d1 e a cadeia 2 da Fel d1 estdo ligadas covalentemente.
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Em uma concretizagdo de preferéncia, a cadeia 1 da Fel d1 e a cadeia 2 da_
Fel d1 estdo ligadas por meio de, pelo menos, uma ligacdo dissulfeto. Em |
outra concretizagédo de preferéncia, a cadeia 1 e a cadeia 2 estao fundidas
diretamente ou por meio de um espagador, em cujo caso, a referida proteina

Fel d1 compreende ainda ou € constituida por um espagador.: Preferencial-.

mente, a proteina Fel d1, conforme definida no presente, é constituida por,

no maximo 300, ainda mais preferencialmente por no maximo 200, aminqé-
cidos no total. Tipica e preferenciallmentev, a proteina Fel d1, de acordo com -
a invengao, é capaz de induzir in vivo a p_rbdugéo de anticorpos que se ligam
especificamente & proteina natural Fel d1 ou a Fel d1 recombinante',-'cohfbr- A
me produzida segundo o EXEMPLO 5 da presente invengdo.

Fragmento da Fel d1: O termo "fragmento da Fel d1" conforme‘

utilizado no presente, refere-se a um polipeptideo compreendendo ou, alter--

" nativamente, sendo constituido por, pelo menos, um sitio antigénico da Fel

d1. Tipica e prefe,r.encialmente, o termo “fragmento da Fel d1*, conforme uti-
lizado no presente, refere-se a um polipeptideo compreendendo ou, alterna-
tivamente, sendo constituido por pelo menos dois sitios antig‘énicos da Fel
d1. Preferencialmente, os sitios antigénicos sdo ligados covalentemente,
mais preferencialmente, os sitios antigénicos séo ligados por belo menos
uma ligagdo péptl’dica, e em cujo caso, podera ser necessario um espagador
entre os sitios antigénicos. De preferéncia, os pelo menos dois sitios antigé-
nicos derivam da cadeia 1 da Fel d1 e da cadeia 2 da Fel d1. De preferéncia, -
o fragmento da Fel d1, conforme definido no presente, é constituido por no
maximo 130, mais preferencialmente por no maximo 100 e ainda mais prefe-

rencialmente por 60 aminoacidos no total. Tipica e preferencialmente, o frag-

‘mento da Fel d1 é capaz de induzir in vivo a produ¢ao de anticorpos que se

ligam especificamente a proteina natural Fel d1 ou a Fel d1 recombinante,
conforme produzida segundo o EXEMPLO 5 da presente invengao.

Ligado: O termo "ligado" (ou o0 seu substantivo: ligagédo), confor-
me utilizado no presente, refere-se a todas maneiras possiveis, de preferén-
cié, interagbes quimicas, pelas quais pelo menos um primeiro sitio de fixa- |

¢do e o pelo menos segundo sitio de fixagdo sdo unidos. Interagdes quimi-
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cas incluem interagdes covalentes e ndo covalentes. Exemplos tipicos para
interagbes n&o covalentes sdo interagdes idnicas, interagdes hidrofébicas ou
ligagdes de hidrogénio, enquanto que interacdes covalentes tém como base,
a titulo. de exemplo, ligagbes covalentes como ligagoes éster, éter, éster fos-
fato, amida, peptl'dica, carbono-fésforo e carbono-enxofre como Iigagées tio-
éter ou imida. Em certas concretizagbes de preferéncia, o primeiro sitio de
fixacdo e o0 segundo sitio de fixagdo sdo ligados por meio de uma ligagao
covalente, preferencialmente, por meio de, pelo menos, uma ligagdo nao
peptidica, e ainda mais preferencialmente por meio exclusivamente de liga-

¢oes nao peptidicas. O termo "ligado”, conforme utilizado no presente, no

‘entanto, abrangera nao sé uma ligagéo direta do, pelo menos, primeiro sitio

de fixagdo e do, pelo menos, segundo sitio de fixagdo, mas também, alterna-
tiva e preferencialmente, uma ligagao indireta do, pelo menos, primeiro sitio
de fixacdo e do, pelo menos, segundo sitio de fixagdo, por meio de molécu-

la(s) intermediéria(s) e, pelo presente, tipica e preferencialmente, utilizando,

- pelo menos, um ligador cruzado heterobifuncional.

Ligador: Um "ligador”, conforme utilizado no presente; associa 0
segundo sitio de fixacdo a Fel d1 da invengdo ou ja compreende, é constitu-
ido essencialmente ou € constituido pelo segundo sitio de fixagao. De prefe-

‘réncia, um "ligador", conforme utilizado no presente, j4 compreende o se-

gundo sitio de fixacdo, tipica e preferencialmente — porém, ndo necessaria-
mente — sob a forma de um residuo de aminoéacido, de preferéncia um resi-
duo de cisteina. Um "ligador", conforme utilizado no presente, também é de-
nominado "ligador de aminoacido”, particularmente quando um ligador, se-
gundo a invengdo, contém pelo menos um residuo de aminodcido. Dessa

forma, os termos "ligador" e "ligador de aminodcido" sdo utilizados alterna-

“damente no presente. No entanto, esse fato ndo implica que um ligador seja

constituido exclusivamente por residuos de aminoacidos, apesar de um liga-
dor constituido por residuos de aminoacidos ser uma concretizacao preferida
da presente invengéo. Os residuos de aminodcidos sdo compostos, de pre-
feréncia, por aminodcidos que ocorrem naturalmente ou aminoacidos nao

naturais conhecidos na técnica, todos os L ou todos os D ou misturas dos
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mesmos. Concretiza¢des adicionais de preferéncia de um ligador, de acordo
com esta inveng¢do, sdo moléculas compreendendo um grupo sulfvidrila ou
um residuo de cisteina e estas moléculas s&o, por conseguindo,'abrangidas
também nesta invengdo. Outros ligadores Uteis para a presente invengéo
s@o moléculas compreendendo uma metade C1-C6 alquila, uma cicloalquila -
como uma ciclopentila ou ciclohexila, arila ou metade heteroarila. Ademais,
ligadores compreendendo, preferencialmente, uma metade C1-C6 alquila,
cicloalquila (C5, C6), arila ou heteroarila e aminodcido(s) adicional(is)_ podem -

também ser utilizadas como ligadores para a presente invengdo e serdo a-

brangidas no escopo da invengdo. A associacdo do ligador com a Feld1da

presente invengédo é de preferéncia por meio de, pelo menos, uma ligagdo

covalente, mais preferencialmente, por meio de, pelo menos, uma ligagdo

Arranjo antigénico ordenado e repetido: Conforme utilizado no
présente, o termo "arranjo antigénico ordenado e repetidd" refere-se geral-
mente a um padréo de antigeno que se repete ou»éategorizado, tipica e pre-
ferencialmente, por um alto grau de uniformidade na disposigéo espacial dos
antl’gends em relagdo a p‘artl’cula semelhante a virus, respectiVamente. Em
uma concretizacao da inven§éo, 0 padréo repetido pode sef um padrao ge-
ométrico. Certas concretizagbes da invengéo, como antl'genos acoplados a :
RNA de fagos, sédo exemplos tipicos e preferidos de arranjos ahtigénicos
ordenados e repetidos adequados, os quais, além disso, possuem ordens
paracristalina rigorosamente repetidas de antigenos, de preferéncia com es-
pacos de 1 a 30 nandmetros, preferencialmente de 2 a 15 nanémetros, ainda

mais preferencialmente de 2 a 10 nandmetros, e, mais uma vez, ainda mais

preferencialmente de 2 a 8 nandmetros e ainda mais preferencialmente de

1,6 a 7 nandmetros. |

Empacotado: O termo "empacotado”, conforme utilizado no pre-
sente, refere-se ao estado de uma macromolécula polianiénica ou substan-
cias imunoestimulantes em relagdo a VLP. O termo "empé‘cotado", conforme
utilizado no presente, inclui ligagdo que poderd ser covalente, por exemplo, |

por acoplamento quimico, ou ndo covalente, por exemplo, interagdes iBni-
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cas, interagdes hidrofébicas, ligagdes de hidrogénio, etc. O termo inclui tam-
bém o confinamento, ou confinamento parcial, de uma macromolécula polia-
nidnica. Dessa forma, a macromolécula polianiénica ou substancias imuno-
estimulantes podem ser confinadas pela VLP, sem a existéncia efetivamente
de uma ligagéo, parficularmente de uma ligacdo covalente. Em concretiza-
¢oes de preferéncia, a, pelo menos, unica macromolécula polianidnica ou

substéncias imunoestimulantes estdo empacotadas dentro da VLP, mais

' preferenmalmente de maneira nao covalente.

Espagador: o termo "espacador’, bem como o seu termo igual-

mente utilizado "espagador de aminoacido", conforme utilizado no presente,

refere-se a um segmento de sequiéncia de aminoacido que néo possui mais

de 30 aminoacidos e que liga o N-terminal de uma cadeia com o C-terminal
de outra -cadeia da Fel d1.
Particula viral: O termo "particula viral", conforme utilizado no
presente, refere-se a forma morfolégica de um virus. Em alguns tipos de vi-
rus, ele compreende um genoma envolvido por um capsideo protéico; outros
possUem'estruturas adicionais (por exemplo, envelopes, caudas, étc.).
~ Particula semelhante a virus (VLP), conforme utilizado no pre-

sente, refere-se a um virus ndo replicante ou ndo infeccioso, de preferéncia

‘uma particula viral nao replicante e nao infecciosa, ou refere-se a uma parti-

cula que se assemelhe a virus ndo replicante e ndo infeccioso, de preferén-
cia uma estrutura que se assemelhe a virus nao replicante e néo infeccioso,
preferencialmente um capsideo de um virus. O termo "ndo replicante", con-
forme utilizado no presente, refere-se a ser incapaz de keplicar 0 genoma
incluido na VLP. O termo "ndo infeccioso“, conforme utilizado no presente,
refere-se a ser incapaz de entrar na célula hospedeira. De preferéncia, uma
particula semelhante a virus, de acordo com a invengdo, € nao replicante
e/ou nao infecciosé uma vez que ela carece de todo ou parte do genoma
viral ou de funcdo gendmica. Em uma concretizagdo, uma particula seme-
lhante a virus é uma particula viral em que o genoma viral foi fisica ou quimi-
camente inativado. Tipicamente e mais preferencialmente, uma particula

semelhante a virus ndo possui todos ou parte dos elementos replicantes e
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infecciosos do genoma viral. Uma particula semelhante a virus, de acordo
com a invengdo, pode conter &cido nucléico distinto de seu genoma. Uma
concretizagéo tipica e preferida de uma particula semelhante a virus, de a- |
cordo com a presente invengéo, é um capsideo viral, como o capsideo viral
do virus correspondente, bacteriéfago, de preferéncia RNA fago. O termo
"capsideo viral" ou "capsideo" referem-se & montagem macromollecular .
composta por subunidades de proteinas virais. Tipicamente, ha 60, 1 20, 180,
240, 300, 360 e mais de 360 subunidades de proteihas virais. Tipica e prefe- -
rencialmente, as interagdes destas subunidades levam a formagao de capsi- -
deo viral ou de estrutura semelhante a capsideo viral com uma organizagéio
inerente repetitiva, em que a referi}da estrutura é, tipicamente; esférica bu :
tubular. Por exemplo, os capsideos de RNA fagos ou HBcAgs possuem uma

forma esférica de simetria icosaédrica. O termo "estrutura semelhante a cap- -

* sideo"”, conforme utilizado no presente, refere-se a uma montagem macro-

molecular composta por subunidades de proteinas virais que se assemelha

. a morfologia do capsideo no sentido definido acima, porém se desvia da

ontagem s:metnca tlpnca ao mesmo tempo em que mantem um grau suﬁcn-
ente de ordem e de repeticao. _
Uma caracteristica comum de particula viral e particula seme-
Ihante a virus é o arranjo altamente ordenado e repetitivo de suas subunida-
des. _ , . .
| Particula semelhante a virus de um RNA fago: Conforme utiliza- -
do no presenie, o termo "particula semelhante a virus de um RNA fago" refe-
re-se a uma particula semelhante a virus que compreende ou, de preferén-

cia, é constituida essencialmente ou é constituida por proteinas de revesti-

‘mento, mutantes ou fragmentos das mesmas, de um RNA fago. Além disso,

particula semelhante a virus de um RNA fago assemelha-se a estrutura de
um RNA fago, sendo nao replicante e/ou nao infecciosa e desprovida, pelo
menos, do gene ou genes que codificam 0 mecanismo de replicagdo do RNA
fago e, tipicamente, e desprovida também do gene ou genes que codificam a
proteina ou proteinas responsaveis pela fixagdo ou entrada no hospedeiro.

Esta definigé‘io deve, contudo, abranger também particulas semelhantes a
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virus de RNA fagos, em que 0 gene ou os genes supramencionados ainda
esta presente, porém s&o inativos, e, por conseguinte, levando também a
particulas semelhantes a virus de um RNA fago, ndo replicante e/ou nao
infeccioso. VLPs de preferéncia, derivadas de RNA fagos, exibem S|metna
icosaédrica e consistem em 180 subunidades. . Nesta divulgagéo, o termo
"subunidade” e "mondmero" sdo utilizados alternadamente e igualmente
dentro deste contexto. Neste pedido, o termo "RNA fago" e o termo "RNA

bacteriéfago" sdo utilizados alternadamente. Processos utilizados de prefe-

‘réncia para produg¢do de uma particula semelhante a virus de um RNA fago

ndo replicante e/ou ndo infeccioso € por inativagéo fisica e quimica como,
radiagcao por UV, tratamehto com formaldeido e, tipicamente e preferencial-
mente, por manipulagao genetica.

Um ou uma: quando os termos "um" ou "uma" sao utilizados
nesta divulgagao, eles significam "pelo menos um" ou "um ou mais", salvo se
indicado de outra forma. |

A identificagdo da sequiéncia de aminoédcidos pode ser terminada
pelo processo tradicional, utilizando programas conhecidos de cdmputador,

como o pArpgrama Bestfit. Ao utilizar o programa Bestfit ou qualquer outro de

~ alinhamento de sequéncia, de preferéncia utilizando o Bestfit, para determi-

“nar se uma sequéncia especifica &, por exemplo, idéntica em 95% a uma

sequencna de aminoacidos de referenma os parametros sdo definidos de
forma que o percentual da identificacdo é calculado sobre toda a extensao
da seqiiéncia de aminoacidos de referéncia e para que falhas de até 5% na
homologia do numero total de residuos de aminoécidos, na seqUéncia de
referéncia, sejam permitidas. Este processo supramencionado, para deter-
minacgdo do percentual de identificagdo entre polipeptideos pode ser aplica-
do a todas as proteinas, polipeptideos ou a um fragmento dos mesmos, des-
critos nesta invengéb.

Neste pedido de patente, anticorpos sdo definidos como sendo
especificamentev ligados se eles se ligarem ao antigeno com uma afinidade
de ligagdo (Ka) de 10° M ou mais alta, de preferéncia 10’ M ou mais alta,

mais preferencialmente de 10® M ou mais alta e, ainda mais preferencial-
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mente, de 10° M ou mais alta. A afinidade de um anticorpo pode ser deter-

“minada rapidamente por alguém que possua habilidade comum na técnica

(por exemplo pela analise de Scatchard).

Esta invengao fornece composigbes da invengao Compreenden-
do: (a) uma particula central com pelo menos um primeiro’siti:o de ,fixag'éo,
em que a referida particula central € uma particula semelhante a vi‘rus (VLP) |
ou uma particula viral; e (b) pelo menos um antigeno com pelo menos um
segundo sitio de fixagdo, em que 6, pelo'menos, l]hico antigeno é uma prb-;
teina Fel d1, ou fragmento da Fel d1, e em que (a) e (b) estao ligados cova-
lentemente por meio do, pelo menos, tnico primeiro sitio de fixagdo e o, pelo
menos, segundo unico sitio de fixagdo. De preferéncia, uma proteina Fel d1 -
ou um fragmento da Fel d1 esta ligado a particula central, de forma a permi-
tir que um arranjo ordenado e repetido de antigeno-VLP seja fofrhadp. Em
concretizagdes de preferéncia da invencgéao, pelo menos 20, preferenCiaI‘men-
te pelo menos 30, .mais preferencialmente, pelo menos, 60 e, uma vez mais;
mais preferencialmente, pelo menos 120 e ainda mais prefererjcialmente,
pelo menos 180 de proteina Fel d1 ou fragmento da Fel d1 estdo ligados a-
particula central. | 7

Qualquer virus conhecido na técnica, o qual tenha um'a estrutura
ordenada e rebetida pode ser selecionado como uma VLP ou uma partl’cula_
viral da invengdo. Exemplos de virus com DNA ou RNA, da proteina de re-
vestimento ou de capsideo que podem ser utilizados para o preparo de VLPs -
foram expostos na linha 10-21 da pagina 25, linha 11-28 da pagina 26 e li-
nha 4 da pagina 39 a linha 4 da pagina 31 da Patente WO 2004/009124 Es-
sas exposi¢des sao aqui mcorporadas por referéncia.

Virus ou particula semelhante a virus podem ser produzidos e
purificados a partir de culturas de células infectadas por virus. O virus ou
particula semelhante a virus resultante para ser utilizado em vacinas deve,
de preferéncia, ser nédo replicante ou ndo infeccioso e mais preferencialmen-
te ndo é replicante nem infeccioso. Radiagdo por UV, tratamento quimico,
como com o formaldeido ou cloroférmio, sdo os processos geralmente co- |

nhecidos por pessoa capacitada na técnica para inativar virus.
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Em uma concretizagdo de preferéncia, a particula central € uma
particula viral em que de preferéncia a particula viral € uma particula viral de
um bacteriéfago e, em que ainda preferencialmente, o referido bacteriéfago
é um RNA fago e, em que ainda mais preferencialmente o referido RNA fago
é um RNA selecionado de QB, fr, GA ou AP205. |

Em uma outra concretizagdo preferida, a VLP é uma VLP re-

combinante. Praticamente todos os virus comumente conhecidos foram se-

- quenciados e estao disponiveis faciimente para o publico. O-gene que codifi-

ca a proteina de revestimento pode ser facilmente identificado por um arte-
séo capacitado. O preparo de VLPs, pela expressédo recombinante da prote-
i’na de revestimento em um hospedeiro, faz parte do conhecimento comum
de um artesao capacitado.

~ Em uma concretizagdo de preferéncia, a particula semelhante a
virus compreende, ou al'ternativamente é constituida por proteinas recombi-

nantes, mutantes ou fragmentos das mesmas, de um virus selecionado do

- grupo composto por: a) RNA fagos; b) bacteriéfagos; c) virus de hepatite B,

preferenc'ialmehte a proteina de seu capsideo (Ulrich et al., Virus Res
50:141-182 (1998)) ou sua proteina de superficie (WO 92/11291); d) virus de

~ sarampo (Warnes, et al., Gene 160:173-178 (1995)); e) virus Sindbis; f) rota-
virus (US 5,071 651 e US 5,374,426); g) virus da doenga pé-boca (Twomey,

et al., Vaccine 13:1603 1610, (1995)); h) virus Norwalk (Jiang, X. et al., Sci-
ence 250:1580 1583 (1990), Matsui, S.M., et al., J. Clin). Invest. 87:1456
1461 (1991); i) Alfavirus; j) retrovirus, preferencialmente sua proteina GAG
(WO 96/30523); k) retrotransposon Ty, preferencialmente a proteina p1; 1)
virus do papiloma humano (WO 98/15631); m) virus polioma; n) virus do
mosaico do tabaco e o) virus Flock House.

Em uma concretizagdo de preferéncia, a VLP compreende, ou é
constituida por mais de uma sequéncia de aminoéacidos, de preferéncia, du-
as sequéncias de aminoacidos, das proteinas recombinantes, mutantes ou
fragmentos das mesmas. A VLP que compreende ou é constituida por mais
de uma sequéncia de aminoacidos é referida, neste pedido, como VLP de

mosaico.
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O termo "fragmento de uma proteina recombinante” ou o termo

- "fragmento de uma proteina de revestimento", conforme utilizado no presen-

te, é definido_ como um polipeptideo que tenha pelo menos 70%, preferenci-
almente pelo menos 80%, mais preferencialmente pelo menos 90% e ainda
mais preferencialmente pelo menos 95% da extensdo da prote:’na ré_c_ombi-. , |
nante do tipo natural, ou proteina de revestimento, réspectivamente, e que

preferencialmente conserve a capacidade de formar VLP. Preferencialmente

o fragmento é obtido por pelo mends uma exclusdo interna, pelo menos uma
truncagem ou pelo menos uma combina¢dao dos mesmos. O termo "fragmen- -
to de uma proteina recombinante" ou "fragmento de uma proteina de reves- .

timento" abrangera ainda polipeptideo que tenha pelo menos 80%, preferen-

~cialmente 90% e ainda mais preferencialmente 95% da identificagao de se-

qliéncia de aminoacidos com o "fragmento de uma proteina recombinante"

- ou "fragmento de uma proteina de revestimento”, conforme definido acima, e

que de preferéncia seja capaz de ser montada em uma particula semelhante

a virus. ,

O termo "protel'na recombinante mutante" ou o termb "mutante
de uma prote-l'na recombinante”, conforme utilizados alternadamente hesta .
invengdo, ou o termo "proteina de revestimento mutante" ou o termo "mutan-
te de umé proteina de revestimento", conforme utilizados alter_nadamente_
nésta i'nveng:éo, referem-se a um polipeptideo que tenha uma sequéncia de
aminoacidos derivada da proteina recombinante do tipo natural, ou da prote-
ina de revestimento, respectivamen.te, no qual a seqliéncia de aminoéacidos
é pelo menos 80%, preferencialmente, pelo menos, 85%, 90%, 95%, 97% ou
99% idéntica a sequéncia do tipo natural e de preferéncia que consérve a
capabidade para ser montado em uma VLP. |

Em uma concretizagdo de preferéncia, a particula semelhante a
virus da invencéo é do virus da hepatite B. O preparo de particulas seme-
lhantes a virus da hepatite B foi exposto, entre outras, nas Patentes WO
00/32227, WO 01/8508 e na WO 02/056905. Todos os trés documentos sdo
explicitamente incorporados aqui por referéncia. Outras variantes de HbcAg, |

adequadas para o uso pratico da presente invengédo foram expostas na pa-
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gina 34-39 da WO 02/056905.

Em ainda outras concretizagdes de preferéncia da invengéo, um
residuo de lisina é introduzido no polipeptideo do HBcAg para mediar a liga-
¢ao da Fel d1 da mvengao a VLP do HBcAgQ. Em concretizagdes de prefe-
réncia, as VLPs e composi¢cbes da mvengao sao preparadas utilizando um
HBcAg que compreende, ou alternativamente é constituido por aminoécidos
1-144 ou 1-149, 1-185 da SEQ ID NO:20, a qual é modificada para que os
aminoacidos nas posi¢gdes 79 e 80 sejam substituidos por um peptideo que
tenha a sequéncia de aminoécidos de Gli-Gli-Lis-Gli-Gli. Essa modificagao
altera a SEQ ID NO:20 para SEQ ID NO:21. Em ainda outras concretizagbes
de preferéncia, os residuos de cisteina, nas posicdes 48 e 110 da SEQ ID
NO:21_, ou seus fragmentos correspondentes, preferencialmente 1-144 ou 1-
149, sofr.em’uma mutagéo para se.rina. A inveng&o inclui ainda composi¢coes
que compreendem protevl’nas mutantes do nucleo do Hepatite B que tenham

as alteragbes de aminoéacido correspondentes, observadas acima. A inven-

¢do inclui ainda composi¢bes e vacinas, respectivamente, que compreen-

dam polipeptl'deos do HbcAg, os quais compreendem ou, alternativamente,

- s80 constituidos por sequéncias de aminoacidos que sejam pelo menos

80%, 85%, 90%, 95%, 97% ou 99% idénticas a SEQ ID NO:21.

: Em uma concretizagio de preferéncia da invencdo, a particula
semelhahte a virus da invengdo, compreende, ou é essencialmente constitu-
ida ou, alternativamente, é constituida por proteinas de revestimento recom-
binantes, mutantes ou fragmentos das mesmas, de um RNA fago. Preferen-
cialmente o RNA fago é selecionado do grupo composto por a) bacteriéfago

Q; b) bacteridfago R17; c) bacteriéfago fr; d) bacteriéfago GA; e) bacteri6-

fago SP; f) bacteriéfago MS2; g) bacteriéfago M11; h) bacteriéfago MX1; i)
bacteriéfago NLO5; k) bacteriéfago f2; I) bacteriéfago PP7 e m) bacteriéfago
AP205. |

Em uma cbncretizagéo de preferéncia da invengcdo, a composi-
céo compreende uma proteina de revestimento, ou mutantes ou fragmentos
desta, de RNA fagos, em que a proteina de revestimento possui uma se-

gUéncia de aminoécidos, selecionada do grupo composto por (a) SEQ ID
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NO:1,; referente a QB CP; (b) uma mistura da SEQ ID NO:1 e SEQ ID NO:2
(referente a proteina QB A1); (c) SEQ ID NO:3; (d) SEQ ID NO:4; (e)'SEQ'ID'
NO:5; (f) SEQ ID NO:8, (g) uma mistura da SEQ ID NO:6 e SEQ ID NO:7; (h) |
SEQ ID NO:8; (i) SEQ ID NO:9; (j) SEQ ID NO:10; (k) SEQ ID NO:11; (1)
SEQ ID NO:12; (m) SEQ ID NO:13; e (n) SEQ ID NO:14. : '
'Em uma concretizagdo de preferéncia da ihvengéo, aVLPéuma
VLP de mosaico compreendendo ou, alternativamente, sendo consﬁtuida_por
mais de uma sequéncia de aminoécidos; de p'referéncia por duas sequén- -
cias de aminoéacidos de proteinas de revestimentos, ou mutantes ou fragf :
mentos das mesmas, de um RNA fago. | ‘
Em uma concretizagdo muito preferida, a VLP compreende o‘u,
alternativamente, é constituida por duas proteinas de revestimento diferen-.
tes de um RNA fago, as duas referidas proteinas de revestimento pbséuindo '
uma sequliéncia de aminoédcidos da SEQ ID NO: 1 e SEQ ID NO:2, bu da
SEQ ID NO:6 e SEQ ID NO:7. |
Em uma concretizagdo de preferéncia da invencgéo, a particula
semelhante a virué, da invevngéo, compreende, € essencialmente constituida
ou, alternativamente, é constituida por proteinas de revestimento recombij
nantes, ou mutantes ou fragmentos daé mesmas, de RNA bacteriéfago QB
fr, AP205 ou GA. Em uma ‘concretizagéo preferidza, a VLP é de um RNA bac-‘ :
telriéfago, preferencialmente de um RNA bacteriéfago QB, fr, AP205 ou GA.
Em uma concretizagdo preferida, a VLP da invengao é uma VLP -
do RNA fagov Q. O capsideo ou pérticula semelhante a virus do Qp exibiu
uma estrutura icosaédrica semelhante a capsideo de fago com um didmetro "

de 25 nm e T=3 de quase simetria. O capsideo contém 180 cépias da prote-

ina de revestimento, as quais estao ligadas em pentédmeros e hexdmeros

covalentes por pontes de dissulfetos (Golmohammadi, R. et al.,” Structure
4:543-5554 (1996)), levando a uma estabilidade notavel do capsideo Q.
Capsideos ou VLPs construidos a partir de proteina de revestimento QP re-
combinante pode conter, no entanto, subunidades que nao estdo ligadas por
meio de ligagbes dissulfeto a outras subunidades no capsideo, ou ndo esta-

rem completamente ligadas. O capsideo ou VLP de QB exibe uma resistén-
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cia incomum a solventes organicos e agentes de desnaturacdo. Surpreen-
dentemente, observou-se que concentragcbes de DMSO e acetonitrila, em
concentrag0es tédo altas quanto de 30%, e concentragbes de guanidina tdo
altas quanto de 1 M nao afetam a estabilidade do capsideo. A alta estabili-

dade do capsideo ou VLP de Qpé uma caracteristica vantajosa, particular-

mente, para 0 seu uso em imunizagdo e vacinagdo de mamiferos e huma-
nos, de acordo ‘com a presente invengao.

Outras particulas semelhantes a virus, de RNA fagos, particu-
larmente de QP e fr, de acordo com esta invengao, estdo expostas no WO
02/056905, cuja exposi¢do € aqui incorporada em sua totalidade por refe-
réncia. O exémplo 18, prihcipalmente, do WO 02/056905 fornece uma des-
cricdo detalhada do preparado de partn’culas VLP de Q8.

| Em uma concretlzagao preferida, a VLP da invencdo é uma VLP
do RNA fago AP205. Formas mutantes montadas competentemente, de
VLPs de AP205, incluindo proteina de reveshm_ento de AP205 com substitui-

- ¢ao de prolina no aminoé&cido 5 para treonina, podem também ser utilizadas

na pratica da invengdo e levar a outras concretizagbes preferidas da inven-
¢do. O WO 2004/007538 descreve, particularmente no Exemplo 1 e Exemplo
2, como obter VLP compreendendo proteinas de revestimento de AP205 e,

‘pelo presente, a expressao e a purificagdo das mesmas. O WO 2004/007538 |

é aqui incorporado por referéncia. VLPs de AP205 sdo altamente imunogé-
nicas e podem estar ligadas a Fel d1 da invengao para gerar, tipica e prefe-
rencialmente, constructos de vacinas exibindo a Fel d1 da invencdo, orienta-
da de maneira repetitiva. E extrato um titulo alto de anticorpo é extraido com
a assim exibida Fel d1 das inveng¢bes, demonstrando que a Fel d1 das in-
vengdes provéem acesso para interagdo com moléculas de anticorpos e sdo
imunogénicas. _

Em uma concretizagao preferida, a VLP da invengdo compreen-
de ou é constituida por uma proteina de revestimento mutante de um virus,
preferencialmente de um RNA fago, em que a proteina de revestimento mu-
tante foi modificada_pela remogéao de, pelo menos, um residuo de lisina por

substituigdo e/ou por exclusdo. Em uma concretizacio preferida, a VLP da
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inVengéo compreende, ou € constituida, uma proteina de revestimento mu-
tante de um virus, preferencialmente de um RNA fago, em que a proteina de
revestimento mutante foi modificada pelo acréscimo de, pelo menos, um re-
siduo de lisina por substituigdo e/ou por exclusdo. A exclusdo, substituigdo
ou acréscimo de, pelo menos, um residuo de lisina permite variar o nivel de :
acoplamento, ou seja, a quantidade de Fel d1 da inven¢éo por subunidades
da VLP de um virus, preferencialmente de RNA fagos, particularmente, para
combinar e se adequar as exigénciés da vacina. ’

Em uma concretizagdo preferida, as composi¢gdes e vacinas da

invencdo possuem uma densidade antigénica de 0,5 a 4,0. O termo "densi-

- dade antigénica", conforme utilizado no presente, refere-se ao numero mé-

dio de Fel d1 da invengdo, ligado por subunidade, preferencialmente, por

proteina de revestimento, da VLP, e, pelo presente, preferencialmente da

~ VLP de um RNA fago. Dessa forma, esse valor é calculado como uma média

sobre todas as subunidades ou monémeros da VLP, preferencialmente da

VLP do RNA fago, na composigao ou vacinas da invengéo.

VLPs ou capsideos de proteina de revestimento de OB exibem
um ndmero definido de residuos de lisina em sua superficie, com uma topo-
logia definida de trés residuos de lisina apontados em dire¢éo ao interior do
capsideo e intéragindo com o RNA, e quatro outros residuos de lisina expos-
tos para o exterior do capsideo. Preferencialmente, o, pelo menos, primeiro
sitio de fixacdo é um residuo de lisina, apontado ou na parte externa da VLP. -

' Mutantes de QP, dos quais residuos de lisina sdo substituidos
por argininas podem ser utilizados para a presente invencgao. Dessa forma,
em outra concretizacdo preferida da presente invengao, a partl’cula'seme-

lhante a virus compreende, é essencialmente constituida ou é, alternativa-

- mente, constituida por proteinas de revestimento mutantes de Q. Preferen-

cialmente_ estas proteinas de revestimento mutantes compreendem ou, al-
ternativamente, sdo constituidas por uma seqiiéncia de aminoacidos sele-
cionada do grupo de a) QB-240 (SEQ ID NO:15, Lis13-Arg da SEQ ID NO: 1)
b) QB-243 (SEQ ID NO:16, Asn10-Lis da SEQ ID NO:1); c) QB-250 (SEQ ID
NO:17, LisZ-Arg da SEQ ID NO:1) d) QB-251 (SEQ ID NO:18, Lis16-Arg da
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SEQ ID NO:1); e e) QB-259" (SEQ ID NO:19, Lis2-Arg, Lis16-Arg da SEQ ID
NO:1. A construgéo, expressao e purificagdo das VLPs e capsideos de pro-
teinas de revestimento de Qp, proteina de revestimento mutante de QB, res-
pectivamente, acima indicadas, estdo descritas em WO 02/056905. Particu-
larmente é aqui referido o Exemplo 18 do pedido.supramencionadb.

Em outra concretizagdo de preferéncia da presente invengéo, a

particula semelhante a virus compreende ou, alternativamente, é essencial-

mente constituida, ou ainda alternativamente é constituida por proteina de

“revestimento mutante de QPB, ou mutantes ou fragmentos da mesma, e pela

proteina A1 correspondente. Em ainda outra concretizagéo de preferéncia, a -
particula semelhante a virus compreende ou, alternativamente, é essencial-
mente constituida, ou ainda alternativamente é constituida por proteina de
revestimento mutante com seqﬁéhcia de aminoéacido da SEQ ID NO:15, 16,
17,18 ou 19 e pela protél'na A1 correspondente'.

Outras proteinas de revestimento de RNA fagos demonstraram
também se automontarem mediante expressdo em um hospedeiro bacteria-
no (Kastélein, RA. et al., Gene 23:245-254 (1983), Kozlovskaya, TM. et al.,
Dokl. Akad.' Nauk SSSR 287:452-455 (1986), Adhin, MR. et al., Virology
170:238-242 (1989), Priano, C. et al., J. Mol. Biol. 249:283-297 (1995)). Par-
ticularmente’, foram expostas a‘s propriedades biolégicas e bioquimicas de |
GA (Ni, CZ., et al.,, Protein Sci. 5:2485-2493 (1996), Tars, K et al., J.
Mol.Biol. 271:759-773(1997)) e de fr (Pushko P. et al., Prot.. Eng. 6:883-891
(1993), Liljas, L et al. J Mol. Biol. 244:279-290, (1994)). Foi determinada a

~estrutura em cristal de diversos RNA bacteriéfagos (Golrhohammadi, R. et
“al., Structure 4:543-554 (1996)). Utilizando estas informacgdes, residuos de

superficie expostos podem ser identificados e, dessa forma, proteinas de

revestimento de RNA fagos podem ser modificadas de forma que um ou

mais residuos reativos de aminoacidos possam ser inseridos por meio de
insercao ou substituicdo. Outra vantagem das VLPs, derivadas de RNA fa-
gos, € o alto nivel de expressao obtido em bactérias, possibilitando a produ-
¢ao de grandes quantidédes de material em um custo acessivel.

Em uma concretizagdo de preferéncia, a composi¢do da inven-
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¢do compreende, pelo menos, um antigeno, em que o referido pelo menos
um antigeno é uma proteina Fel d1. | | |

Em outra concretizagéo de preferéncia, a proteina Fed d1 com- |
preende ou, alternativamente, é constituida por Fel d1 que ocorre _riatural-
mente. A estrutura priméria da cadeia 1 é a seqiiéncia da SEQ ID NO 22.

. Variantes relatadas da cadeia 1 sdo Lis29-Arg ou Asn, Va133-Ser, Val60-

Leu. A estrutura primaria da cadeia 2 é a sequéncia da SEQ ID N_O'23, 25 ou
26. Variantes relatadas da cadeia 2 sdo Cis7-Fe, Fe15-Tr, Asn19-Ser, Gli20-
Leu, lle55-Val, Arg57-Lis, Val58-Fe da SEQ ID NO:23, 25 ou 26. Outras va- - -
riantes da cadeia 2 sdo Glu69-Val, Tir70-Asp, Met72-Tr, GIn-77-Glu e.

- Asn86-Lis da SEQ ID NO:25; Met74-Tr, GIn79-Glu e Asn88-Li_s da SEQ 'ID_

NO:23. (Griffith 1.J. et al, Gene 113:263-268 (1992); Morgenstern J.P. et al,
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 88:9690-9694 (1991) Duffort O.A.,'_ et al Mol. -
Immunol. 28:301-309 (1991);. Leitermann K., et al, J. Allergy Clin. Immunol.
74:147-153 (1984); Kristensen, A. K, et al. (1997) Biol Chem 378, 899-908).
A Fel d1 que dcorre naturalmente é obtida pela purificagdo de, por exémplo,
saliva de gato, caspa de gato, poeira doméstica de uma casa em que vive
um gato, etc. | _ _

Em uma concretizagéo preferida, a Fel d1 da i'nven'g‘:éo é uma
proteina recombinante Fel d1 ou um fragmento recombinante de Fel d1. Pro- -
tél’na recombinante Fel d1 ou fragmento recombinante de Fel d1, conforme
utilizado no presente, refere-se a uma proteina Fel d1 ou um fragmento de -
Fel d1 que é obtido por um proceéso que compreende, pelo menos, uma
etapa da técnica de recombinagdo de DNA. Os termos "proteina recbmbi-
nante Fel d1 ou fragmento recombinante de Fel d1" e "proteina Fel d1 pro-
duzida por recombinagdo ou fragmento de Fel d1 produzido por recombina-
¢ao" sdo utilizados alternadamente no presente e devem ter o mesmo signi-
ficado. Proteina recombinante Fel d1 ou seu fragmento podem ser produzi-
dos em sistemas procariéticos de expressdo, como E. coli .(W‘O
2004/094639) ou em sistemas eucaridticos de expressdo, como baculovirus
(WO 00/20032) Seppalé et al expuseram, simultaneamente, a expressdo da

cadeia 1 e da cadeia 2 da Fel d1 por promotor bicistrénico em baculovirus (J.
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Biol. Chem. Nov, 2004). Proteina Fel d1 ou fragmento, produzidos por re-
combinag¢do, pode ser por glicosilagdo ou ndo, dependendo da célula hos-
pedeira utilizada para produzir a proteina recombinante.

Em uma concretizagao, a proteina Fel d1 recombinante compre-

ende ou, alterhativamente, é constituida pela cadeia 1 da Fel d1 e cadeia 2

da Fel d1, em que a referida cadeia 1 da Fel d1 esté ligada a cadeia 2 da Fel
d1 ,’exclusivamente por ligagao nao covalente, como interagdes hidrofobicas.

Em uma concretizagao, a proteina Fel d1 recombinante compre-

" ende ou, alternativamente, é constituida pela cadeia 1 da Fel d1 e cadeia 2

da Fel d1, em que a' referida cadeia 1 da Fel d1 est4 ligada & cadeia 2 da Fel
d1 por pelo menos uma ligagdo covalente. Em uma concretizagao de prefe-
réncia, a, pelo menos, uma ligagdo covalente é uma ligacdo nao peptidica,
em que a referida ligagdao nao pebtn’dica é uma ligagao dissulfeto ou em que,

preferencialmente, a referida ligagcdo ndo peptidica € uma ligagao dissulfeto.

- Por exemplo, a cadeia 1 da Fel d1 e a cadeia 2 da Fel d1 podem ser expres-
sadas separadamente e combinadas em seguida em condi¢gbes que permi-

“tam a formagdo correta da ligag&o dissulfeto, como um processo de misturas

repetidas.
Alternativamente, a cadeia 1 da Fel d1 e a cadeia 2 da Fel d1

'podem ser expressadas simultaneamente em um hospedeiro, por exemplo,

pela clonagem dos genes que codificam a cadeia 1 da Fel d1 e a cadeia 2
da Fel d1, respectivamente, de acordo com dois promotores em um plasmi-
deo. Em sistémas eucariéticos de expressdo, a cadeia 1 da Fel d1 e a ca-
deia 2 da Fel d1 podem ser transcritas em um mRNA e traduzidas separa-
damente por sitio de entrada interno de ribossomo (IRES).

Em uma concretizagdo de preferéncia, a proteina Fel d1 com-
preende ou, alternativamente, é constituida por uma proteina de fusdo, em
que a referida protéu’na de fusdo compreende a cadeia 1 da Fel d1 e a ca-
deia 2 da Fel d1. Em uma concretizagdo de preferéncia, a referida cadeia 1
da Feldl ea referida cadeia 2 da Fel d1 sdo diretamente fundidas por uma
ligagdo peptidica, Iigand’o o N-terminal de uma cadeia ao C-terminal da outra

cadeia. Em uma concretizagdo de preferéncia, a referida cadeia 1 da Fel d1
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e a referida cadeia 2 da Fel d1 sdo diretamente fundidas por meio de um
espagcador, ligando o N-terminal de uma cadeia ao C-terminal da dutra ca-
deia. Preferencialmente, o referido espagador possui de 1-30, preferencial?
mente de 1-25, preferencialmente de 1-20, preferencialmente de 1-15, prefe-
rencialmente de 1-9, preferencialmente de 1-5 e preferencialr_hente'de 1-3
aminodcidos. Alternativamente, o referido espagador possui de 10-30, prefe- | '
rencialmente de 10-25, mais preferencialmente de 10-20, mais préferenci_al-
mente de 13-20, mais preferencialinente .dev 15-20,'Vmais preferencial de .1V3A-¢
17 e mais preferencialmente de 15-17 aminodcidos. Preferencialmente o
referido espagador é constituido por uma seqUiéncia de aminoacidos com 10,
11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 ou 20 residuos de ami‘noécidos. Em urha _
concretizagdo de preferénbia, o referido espagador possui 15 aminoacidos.

Em ainda outra concretizagdo de preferéncia, o referido espagador €

- (GGGGS).

- Em uma concretizagéo de preferéncia, a protefna de fusdo com-
preende uma seqi]énciavde aminoacidos selecionada do grupo composto
por: (a) SEQ ID NO:24; (b) SEQ ID NO:54; (c) SEQ ID NO:55; (d) SEQ ID
NO:56; e (e) SEQ ID NO:57. |

Em uma concretizagéo de preferéncia, a referida cadeia 2 da Fel

d1 é fund|da por seu C-terminal ao N-terminal da cadeia 1 da Fel d1, seja 3
diretamente ou por meio de um espagador.

Em ainda outra concretizacéo de preferéncia, a referida proteina -
Fel d1 compreende ou, alternativamente, é constituida por uma seqiéncia
de aminodcidos da SEQ ID NO:24. -

O WO 2004/094639 expbs uma Fel d1 .recombinante dobrada
com propriedades moleculares e biolégicas semelhantes a sua espécime
natural e, especificamente, um cédigo genético sintético para fusdo direta do
N-terminal da cadeia 2 a cadeia 1 da Fel d1. A express&o em E. coli resultou
em um homodimero, ligado ndo covalentemente, com um peso molecular
aparente de 30 kDa, definido por cromatografia de exclusdo por tamanho,
cada subunidade de 19177 Da exibindo um padrdo dissulfeto idéntico ao |

encontrado na Fel d1 natural e a Fel d1 e a recombinante possuindo dobras
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idénticas. A Fel d1 recombinante reagiu com a IgE, do soro de pacientes
alérgicos a gato, da mesma forma que a Fel d1 natural. Dessa forma, esta
proteina de fusdo da Fel d1 mimetiza a antigenicidade da Fel d1 natural.

Em uma concretizagdo de preferéncia, a cadeia 1 da Fel d1 é

fundida por seu C-terminal ao N-terminal da cadeia 2 da Fel d1, seja direta-

mente ou por meio de um espagador.

Em uma concretizagado de preferéncia, a cadeia 1 da Fel d 1
compreende ou, alternativamente, é constituida por seqliéncia da SEQ ID
NO:22 ou uma sequéncia homdloga da mesma, em que a referida seqiiéncia
homdloga possui uma identificagdo em relagdo & SEQ ID NO:22 superior a
80%, preferéncia|mente superior a 90%, ou ainda mais preferenciaimente
superior a 95%. ‘

i Em uma concretizagéb de preferéncia, a cadeia 2 da Fel d 1
compreende ou, alternaﬁvamente, é constituida por seqléncia da SEQ ID
NO:23, SEQ ID NO:25 ou SEQ ID NO:26 ou uma sequiéncia homdloga da
mesma, em que a referida sequiéncia homélogé possui uma identificacdo em
relagéov a SEQ ID NO:23, SEQ ID NO:25 ou SEQ ID NO:26 supefior a 80%,

- preferencialmente superior a 90%, ou ainda mais preferéncialmente superior
a 95%.

Em uma concretizagdo preferida; a proteina Fel d1 é uma prote-
ina Fel d1 recombinante, em que pelo menos uma ligacdo dissulfeto é des-
feita, preferencialmente por mutagdo, mais preferencialmente por substitui-
¢do conservadora, como de Cis para Ser. Trés pontes dissulfeto entre ca-
deias, ligando os dois peptideos nativos da Fel d 1 foram identificadas, ou
seja, Cis3(1)-Cis73(2), Cis44(1)-48Cis(2) e Cis70(l)-Cis7(2), sugerindo uma
orientagdo antiparalela de peptideos da Fel d1. (Kristensen, A. K., et al.
(1997) Biol Chem 378, 899-908). Em outra concretizagédo preferida, uma li-
gégéo dissulfeto da brotel'na Fel d1 é desfeita. Em outra concretizacdo prefe-
rida ainda, duas destas liga¢oes dissulfeto da proteina Fel d1 sdo desfeitas.
E, ainda em uma outra concretizagdo preferida, todas as trés destas ligacoes
dissulfeto da prdte:’na Fel d1 sdo desfeitas. Em uma concretizagdo preferida,

a Cis70 da cadeia 1 é excluida ou sofre mutacdo. Em uma outra concretiza-
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¢éo preferida, a Cis73 da cadeia é excluida ou sofre mutacdo. Em uma con-
cretizagdo preferida, a referida proteina Fel d1 é uma proteina de fusdo )
compreendendo a cadeia 1 da Fel d1 e a cadeia 2 da Fel d1, fundidas dire-
tamente ou por meio de um espagador, em que todas as trés destas ligagbes
dissulfeto séo desfeitas. Em uma outra concretizagdo preferida, a referida ' |

proteina Fel d1, compreendendo ou, alternativamente, sendo constituida por

seqliéncia de aminoacido conforme a SEQ ID NO:24, 55 ou 57, em que, peio
menos uma, preferencialmente, pélo mehos, trés, e ainda mais preferenci- -
almente, pelo menos, cinco cisteinas sdo removidas por substituigdo ou ex- -
clusio. ' '

Em uma concretizagdo de preferéncia, o antigeno da invengao
compreende ou, alternativamehte, é constituido por um fragmento da Fel d1.

E fato conhecido que a posse de imunogenicidade ndo requer geralmente a

- extensdo completa de uma proteina e que uma proteina geralmente contém

mais de um epitopo antigénico, isto &, sitio antigénico. Um fragmento ou um
peptideo curto pode ser suficiente para conter, pelo menos, um sitio antigé-
nico que possa se ligar imunoespecificamente a um anticorpo ou um recep-
tor de célula T, no contexto de uma molécula MHC. Sitio ou sitios antigéni-
cos podem ser determinados por algumas técnicas conhecidas geralmente.
da pessoa capécitada na técnica. Essa determinagao pode ser efetuada por
aI‘inhamento de seqléncia e predigdo de estrutura. A titulo de éXempIo, é
possivel prever possiveis a-hélices, voltas, ligagdes dissulfeto intra e entre
cadeias, efc., utilizando um programa como o Rasmol. E possivel ainda pre-'
ver sequéncias que estdo inseridas na molécula ou sequéncias que éstéo

expostas na superficie da molécula. Sequéncias expostas na superficie da

molécula sdo mais possiveis de compreender sitio(s) natural(is) antigéni-

c‘o(s) e, dessa forma, séo Uteis na indugdo de anticorpos terapéuticos. Apés
uma sequéncia de peptideo de superficie ter sido determinada, o sitio anti-
génico nesta sequiéncia pode ainda ser definido, por exemplo, por procéssos
intensos de mutagénese (como mutagénese de sele¢do de alanina, Cunnin-
gham BC, Wells JA. Science 1989 Jun 2; 244(4908):1081-5). Resumidamen- |

te, aminoacidos nesta seqiéncia sofrem muta¢des, uma a uma, para alanina
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e os aminoacidos cujas mutagbes de alanina mostram, respectivamente,
redugdo da capacidade de ligagdo a um anticorpo (cultivado contra a se-
gliiéncia do tipo natural), ou a perda total da capacidade de ligagdo, sao pos-
sivelmente componentes do sitio antigénico. Outro processo para determinar
sitio(s) antigénico(s) é gerar superpdsig'éo de peptideos que cobrem a ex-
tensdo toda da sequéncia da Fel d1 (Geysen, PNAS Vol 81: 3998-4002,
(1984) e Slootstra, J. W. et al., (1996) Mol. Divers. 1, 87-96).

- Em uma concretizagédo de preferéncia, o antigeno da invengao
compreende ou, alternativamente, é constituido por pelo menos um, prefe-
rencialmente por pelo menos dois epitopos da Fel d1, mais preferencialmen-
te por pelo menos um epitopo que derive da cadeia 1 da Fel d1 e, pelo me-
nos, um epitopo que derive da cadeia 2 da Fel d1.

Os epitopos reativos de célula T da Fel d1 foram mapeados em

- toda a proteina Fel d1 e foram expostos em técnicas anteriores, como no
~quarto paragrafo da coluna 14 da US 6120769 e na coluna 130 e 131 da

US6025162, sendo estas exposi¢des incorporadas aqui por referéncia. Em

uma concretizagdo de preferéncia, o epitopo de célula T da Fel d1 é selecio-

- nado de um grupo composto por: SEQ ID NO: 27-32.

A presente invengao prové um processo para produg¢ado da com-

poSigéo da invehgéo compreendendo (a) fornecimento de uma VLP com pe- |

lo menos um sitio de fixagdo; (b) fornecendo pelo menos um antigeno, em
que o referido antigeno € uma proteina Fel d1 ou um fragmento de Fel d1,
com pelo mehos um segundo sitio de fixag¢do; e (c) a combinagao da referida
VLP e o referido, pelo menos, um antigeno, para producao da referida com-
posicdo, em que o referido, pelo menos, um antigeno e a referida VLP estdo
ligados pelo primeiro e o0 segundo sitio de fixagdo. Em uma concretizagdo de
preferéncia, o fornecimento do, pelo menos, Unico antigeno, isto é, uma pro-
teina Fel d1 ou um fragmento de Fel d1 com o, pelo menos, Unico segundo
sitio de fixagdo ocorre por expressao, preferencialmente, por expressdo em
um sistema bacteriano, preferencialmente em E. coli. Geralmente um codon
de parada (tag), como His tag, Mic tag é acrescentado para facilitar o pro-

cesso de purificagdo. Em ainda outra abordagem especifica, os fragmentos
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de Fel d1, com menos de 50 aminoacidos, podem ser quimicamente sinteti-

- zados.

Em uma concretizacao preferida da inveng¢do, a VLP com pelo
menos um unico primeiro sitio de fixagdo é ligada a Fel d1 da invenc&o, com
pelo menos um Gnico segundo sitio de fixagao, por meio de pelé menos uma
ligagdo peptidica. O gene que codifica a Fel d1 da ihvengéo, preferencial-
mente o fragmento de Fel d1, mais preferencialmente um fragmento com no
maximo 50 aminoacidos e ainda rhais preferencialmente com menos de 30
aminoécidos, é ligado dentro da estrutura (in-frame), seja internamente ou
preferencialmente ao N ou C-terminal do gene que codifica a proteina de .
revestimento da VLP. Concretizagbes do uso do antigeno da invengéo parra
proteina de revestimento, ou mutantes ou fragmentos da mesma, para uma

proteina de revestimento de um virus, foram descritas na linha 20 da pagina

- 62 a linha 17 da pagina 68 do WO 2004/009124, sendo estas aqui incorpo-

radas por referéncia.

Em uma concretizagdo de preferéncia, um fragmento de Fel d1 &
fundido ao N ou C-terminal de uma proteina de revestimento, ou mutantes -
ou fragmentos da mesma, de RNA fago AP205. Em ainda outra concretiza-
g&o de preferéncia, a proteina de fusdo compreende ainda um espagador,
em que o refefido espacgador é fundido a proteina de revestimento, ou frag-
mentos ou mutantes da mesma, de AP205 e a um fragmento de Fel d1.

. Em uma concretizacdo preferida da presente invengdo, a com- -
posicdo compreende ou, alternativamente, é constituida essencialmente por
uma particula semelhante a virus com, pelo menos, um primeiro sitio de fi-
xagao ligado a uma pelo menos Fel d1 da inveng¢do, com pelo menos um
segundo sitio de fixagdo por meio de, pelo menos, uma ligagao covalente, e -
preferencialmente esta ligagédo covalente é uma ligagéo nao peptidica. Em
uma concretizagao preferida da presente invengéo, o primeiro sitio de fixa-
¢do compreende ou, preferencialmente, é um grupo amina e, preferencial-
mente, o grupo amina € um residuo de lisina. Em outra concretizacao prefe-
rida da presente invengéo, o segundo sitio de fixagdo compreende ou, prefe-

rencialmente, € um grupo sulfidrila e, preferencialmente, um grupo sulfidrila
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de uma cisteina.
Em uma concretizagdo muito preferida da invengéo, o, pelo me-
nos, unico primeiro sitio de fixagdo é um grupo amino, preferencialmente um

grupo amina de um residuo de lisina e o0, pelo menos, unico segundo sitio de

fixagdo € um grupo éulfidril_a, preferehcialmente.um grupo sulfidrila de uma

cisteina.

Em uma concretizagdo de preferéncia da invengéo, a Fel d1 da

invengéo é ligada a VLP por meio de uma ligagdo quimica cruzada, tipica e

- preferencialmente utilizando um ligador cruzado heterobifuncional. Em con-

cretizagOes preferidas, o ligador cruzado heterobifuncional contém um grupo
funciohal que podé re'agir com os primeiros sitios de fixagao preferidos, pre- |
ferencialmente com o grupo amina, mais preferencialmente com os grupos
aminas de residuo(s) de lisina da VLP e ainda um outro grupo funcional que
pode reagir com o seguhdo sitio de fixagdo preferido, isto é, um grupo sulfi-
drila, preferencialmente de residuo .de cisteina(s), inerentes ou artificialmente
acrescentadas a Fel d1 da invenc¢ao, e opcionélmente também disponibiliza-
das para reagdo por redugdo. Diversos ligadores cruzados heterobifuncinais
sdo conhecidos na técnica. Eles incluem os ligadores cruzados preferidos
SMPH (Pierce), Sulfo-MBS, Sulfo-EMCS, Sulfo-GMBS, Sulfo-SIAB, Sulfo-
SMPB, Sulfo-SMCC, SVSB, SIA e outros ligadores cruzados disponiveis, por |
exemplo, da Pierce Chemical Company, € que possuem um grupo funcional
reativo para grupos amina e um grupo funcional reativo para grupos sulfidri-
la. Todos os ligadores cruzados mencionados acima levam a formagéo de
uma ligagdo amida apds reagdo com 0 grupo amina e uma ligagdo tioéter
com os grupos sulfidrila. Outra classe de ligadores cruzados, adequados na
pratica da invengio, é caracterizada pela introdu¢do de uma ligagéo dissulfe-
to entre a Fel d1 da inveng¢do e a VLP no acoplamento. Ligadores cruzados
de preferéncia perténcém a esta classe e incluem, por exemplo, SPDP e
Sulfo-LC-SPDP (Pierce).

Em uma concretizacdo preferida, a composi¢do da invencéo
compreende ainda um ligador. A engenharia de um segundo sitio de fixagdo

na Fel d1 da invengdo é obtida pela associagdo de um ligador, o qual conte-
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nha preferencialmente, pelo menos, um aminoacido adequado como segun-
do sitio de fixagdo, de acordo com as exposicdes desta invengdo. Por con-
seguinte, em uma concretizagéb preferida da presente invehgéo, um ligador
é associado a Fel d1 da invengdo por, pelo menos, uma ligagdo covalente,
preferencialmente por, pelo menos, tipicamente uma Iigagéb péptl’diCa. Pre-
ferencialmente, o ligador compreende ou, alternativamente, é constituido
pelo segundo sitio de fixagdo. Em ainda outra concretiZagéo preférida, o li-
gador compreende um grupo sulfidrila, preferencialmente de um residuo. de -
cisteina. Em uma outra concretizagéo preferida, o ligador aminoacido é um-
residuo de cisteina. ' |

A selec@o de um ligador dependera da natureza da Fel d1 da
invencdo, de suas propriedades bioquimica, como pl, distribuicdo de carga e

glicosilacdo. De uma maneira geral, ligadores aminoacidos flexiveis sdo os

~ preferidos. Em ainda outra concretizagéo preferida da presente invengéo, o

ligador consiste em aminoacidos, em'que, ainda preferencialmente, o ligadoi’
consiste em, no maximo, 25, preferencialmente em,‘no' maximo, 20 e ainda
mais preferencialme_nte em no maximo 15 aminoacidos. Em uma, mais uma
vez preferid'a,' concretizag8o da invengao, o ligador aminoacido néo contém
mais de 10 aminoacidos. Concretizagdes preferidés do ligador sdo selecio-
nadas do grupo composto por: (a) CGG; (b) ligador N-terminal gama 1 (por
e*emplo, CGDKTHTSPP, SEQ ID NO:58); (c) ligador N-terminal gama 3 (por
exemplo, CGGPKPSTPPGSSGGAP, SEQ ID NO:69); (d) regibdes articuladas
de Ig; (e) ligadores N-terminal glicina (por exemplo, GCGGGG, SEQ ID
NO:59); (f) (G)kC(G)n com n=0-12 e k=0-5; (g) ligadores N-terminal glicina-

serina ((GGGGS)n, n=1-3, com ainda outra cisteina, (por exemplo,.SEQ ID |
NO:60, que corresponde a uma concretizagdo em que n=1); (h)
(GKC(G)M(S)(GGGGS)n, com n=0-3, k=0-5, m=0-10, I1=0-2 (por exemplo,
SEQ ID NO:61, que corresponde a um concretizagdo em que n=1, k=1, I=1 e
m=1); (i) GGC; (k) GGC-NH2; (I) ligador C-terminal gama 1 (por exemplo,
DKTHTSPPCG, SEQ ID NO:62 ); (m) ligador C-terminal gama 3 (por exem-
plb, PKPSTPPGSSGGAPGGCG, SEQ ID NO:63); (n) ligadores C-terminal
glicina (GGGGCG, SEQ ID NO:64); (0) (G)nC(G)k, com n=0-12 e k=0-5; (p)
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ligadores C-terminal glicina-serina ((SGGGG)n, n=1-3 com uma cisteina adi-
cional (por exemplo, SEQ ID NO:65, que corresponde a uma concretizagéo,
em que n=1)); (q) (G)M(S)(GGGGS)n(G)oC(G)k, com n=0-3, k=0-5, m=0-10,
I=0-2, e 0=0-8 (por exemplo, SEQ ID NO:66, que corresponde a uma concre-
tizagdo, em que n=1; k=1, I=1, o=1 e ‘m=1). Em ainda uma outra concretiza-
¢ao preferida, o ligador é acrescentado ao N-terminal da Fel d1 da invencéo.

Em ainda outra concretizagao preferida da invengéo, o ligador é acrescenta-

“do ao C-terminal da Fel d1 da invengdo.

Ligadores preferidos, de acordo com esta invengao, sdo ligado-

res de glicina (G)n, contendo ainda um residuo de cisteina como segundo

| sitio de fixa¢éo, comd_o ligador N-terminal glicina (GCGGGG) e ligador C-

terminal glicina (GGGGCG). Outras concretizaces preferidas sdo o ligador
C-terminal glicina-lisina (GGKKGC, SEQ ID NO:67) e ligador N-terminal gli-
cina-lisiné (CGKKGG, S.EQ ID NO:68), ligadores GGCG a GGC ou GGC-
NH2 ("NH2“ designando amidagéo) no C-term_inal do peptideo ou CGG em

- seu N-terminal. Geralmente, residuos de glicina serdo inseridos entre ami-

nodcidos a granel e a cisteina a serem utilizados como segundo'sitio de fi-
xagdo, de forma a evitar impedimento estérico do aminoacido a granel na
reagéd de acoplamento. _

- Em uma concretizagdo de preferéncia, o ligador é fundido ao N- |
terminal da proteina Fel d1 ou fragmento de Fel d1. Em ainda outra concreti-
zagdo preferida, o ligador € GCGG. Em outra concretizagédo de preferéncia,
o ligador é fundido ao C-terminal da proteina Fel d1 ou fragmento de Fel d1.
Em ainda outra concretizagao preferida, o ligador € GGC. No caso da protei-
na Fel d1 ou fragmento de Fel d1 serem constituidos por duas cadeias de
polipeptideos, esta proteina Fel d1 ou o fragmento de Fel d1 possui duas

“porgdes N-terminal e duas porgbes C-terminal. O ligador pode ser fundido as

duas porgoes N-terminal ou as duas por¢gbes C-terminal. Preferencialmente,
o ligador é fundido a somente uma das duas por¢des N-terminal ou a so-
mente uma das duas por¢des C-terminal.

A ligagdo da Fel d1 da invengdo a VLP, usando um ligador cru-

zado heterobifuncional, de acordo com os processos preferidos descritos
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acima, permite o acoplamento da Fel d1 da invengédo a VLP de maneira ori-
entada. Outros processos de ligagdo da Fel d1 da invengdo a VLP incluem

processos em que a Fel d1 da invencéo ¢ ligada cruzada a VLP, utillizando o |
carbodiimida EDC e NHS. A Fel d1 da invengdo pode ser também inicial-
mente tiolada, por meio de reagao, por exemplo, com SATA, SATP o_u imino-
tiolano. A Fel d1 da invencgéo, apos ter sido retirada a protegéo,v pode serem
seguida acoplada a VLP da forma como segue. Apds a separagao do exces-
so do reagente de tiolagdo, a Fel d1 da invengéo reage com a VLP, previa- -
mente ativada com um ligador cruzado heterobifuncional, compreendendo
uma porgéo reativa de cisteina e exibindo, por conseguinte, pelo menos um

ou diversos grupos funcionais reativos para residuos de cisteina, com 0s

‘quais a Fel d1 tiolada da invéngéo pode reagir, conforme descrito acima.

Opcionalmente, quantidades baixas de um agente redutor sdo in_cqudas na -

" mistura da reagédo. Em ainda outros processos, a Fel d1 da invengéo é ane-

xada & VLP, utilizando um ligador cruzado homobifuncional, como glutaral-
deido, DSG, BM[PEQ]}4, BS3, (Pierce) ou outros ligadores cruzados homobi-
funcionais conhecidos com grupos funcionais reativos para grupos amina ou
grupos carboxila da VLP, ' |

Em ainda outras concretizagdes da presente invengdo, a com-
posi¢ao compréende ou, alternativamente, é essencialmente constituida por
urha particula semelhante a virus ligada & Fel d1 da invengdo por meio. de
inferagées quimicas, em que, pelo menos, uma destas interacdes ndo é uma
ligagao covalente. Por exemplo, a ligagdo da VLP a Fel d1 da invengao pode
ser efetuada por biotinilagdo da VLP e expressao da Fel d1 da invengéo sob
a forma de uma proteina de fusdo-estreptavidina. ) S

Uma ou diversas moléculas de antigeno, isto é, a Fel d1 da in- -
véngéo, pode ser anexada a uma subunidade da VLP, preferencialmente de
proteinas de revestimento de RNA fago, preferencialmente pelos res_l'duos
de lisina expostos das proteinas de revestimento da VLP de RNA fagb, se
estericamente possivel. Uma caracteristica especifica de VLPs de RNA fago
e, particularmente de VLP com proteina de revestimento QP é possibilitar, |

dessa forma, o acoplamento de diversos antigenos por subunidade. Isso
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permite a geragdo de um arranjo repleto de antigeno.

Em concretizagdes muito preferidas da invencéo, a Fel d1 da
invengao é ligada, por meio de um residuo de cisteina, que foi acrescentado
ao N-terminal ou o C-terminal da Fel d1 da invengéo, ou residuo natural de

cisteina contido na Fel d1 da invengéo, a residuos de lisina de proteinas de

revestimento das VLPs de RNA fago e, particularmente, a proteina de reves-
timento de Q.

Como descrito acima, ha quatro residuos de lisina expostos na
superficie da VLP de proteina de revestimento de Q. Tipica e preferencial-
mente, estes residuos sdo derivatizados ao reagirem com uma molécula de
um ligador cruzado. Caso nem todos os residuos de lisina expostos possam
ser acoplados a um antigeno, os residuos de lisina que reagiram com o liga-
dor cruzédo sao deixados com uma molécula do ligador cruzado, anexada
ao grupo g-amina apos a etapa de derivatizagéo. Isso leva ao desapareci-
mento de uma ou diversas cargas positivas, podendo prejudicar a solubilida-

de e estabilidade da VLP. Pela substituicdo de alguns dos residuos de lisina

‘com argininas, conforme nos mutantes de proteina de revestimento Qp, im-

pedimos o desaparecimento excessivo de cargas positivas uma vez que 0s

~ residuos de arginina ndo reagem com os ligadores cruzados de preferéncia.

‘Ademais, a substituicdo de residuos de lisina por residuos de arginina pode

levar a ér’ranjos antigénicos mais definidos, uma vez que um nimero menos
de sitios esta disponivel para reagdo com o antigeno. |

-_Dé acordo com o precedente, residuos de lisina expostos foram
substituidos por argininas nos seguintes mutantes de proteina de revesti-
mento QB: QB-240 (Lis13-Arg; SEQ ID NO:15), QB-250 (Lis 2-Arg, Lis13-Arg; |
SEQ ID NO:17)., QB-259 (Lis 2-Arg, Lis16-Arg; SEQ ID NO:19) e QB-251;

(Lis16-Arg, SEQ ID NO:18). Em ainda outra concretizagcdo, expomos uma

proteina de revestimento QB mutante com um residuo adicional de lisina Q-
243 (Asn 10-Lis; SEQ D NO:16), adequado para se obter arranjos antigéni-
cos com uma densidade mais alta. |

Em uma concretizagéo preferida da invengdo, a VLP da inven-

¢do é produzida por recombina¢do por um hospedeiro em que a referida
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VLP ¢ essencialmente livre do RNA do hospedeiro, preferencialmente de
acidos nucléicos do hospedeiro. Em ainda outra concretizagdo preferida, a
composi¢ao compreende ainda, pelo menos, uma macromolécula polianic“)niQ
ca ligada, preferencialmente empacotada ou inserida na VLP. Em ainda ou-
tra concretizagao preferida, a macromolécula polianiénica é o] _é’lcido poliglu-
tdmico e/ou acido poliaspartico. 7
Essencialmente livie de RNA do hospedeiro, preférencialmente
de acidos nucléicos do hospedeird. O termo "essencialmente livre de RNA -

do hospedeiro, preferencialmente de acidos nucléicos do hospedeiro”, con-

forme utilizado no presente, refere-se & quantidade de RNA do hoSpedeiro,- -

preferencialmente de &cidos nucléicos do hospedeiro, compreendido pela
VLP, sendo esta quantidade tipica e preferencialmente inferior a 30 pg, pre-
ferencialmente inferior a 20 pg, mais préferencialmente inferior a 10 HG, ain- -

- da mais preferencialmente inferior a 8 pg, ainda mais preferencialmente infe-

rior a 6 pg, ainda mais preferencialmente inferior a 4 ug e mais preferenciaI?
mente ainda inferior a 2 pg por mg da VLP. Hospedeiro, conforme utilizado
no contexto precedente, refere-se ao hospedeiro no qual a VPL é produzida -
por recdmbinégéo. Métodos convencionais para determinagdo da quantidade
RNA, preferencialmente de acidos nucleicos, séo conhecidos pela pessoa
capacitada na iécnica. O método tipico e preferido para determinar a quanti-
dade de RNA, preferencialmente de 4cidos nucléicos, de acordo com a pré-
sente invengao, € descrito no Exemplo 17 do PCT/EP2005/055009, protoco-
lizado em 05 de outubro de 2005, pélo mesmo designador. Condigées‘ idén-
ticas, semelhantes ou analogas séo tipica e preferencialmente utilizadas pa-‘
ra a determinagdo da quantidade de RNA, preferencialmente de écidos nu-
cléicos, para composigdes da invenc¢do, compreendendo VLPs diferentes da -
QB. As modificagdes das condigdes eventualmente necessarias fazem parte
do conhecimento da pessoa capacitada na técnica. O valor numérico das
quantidades determinadas deve tipica e preferencialmente ser entendido
como compreendendo valores que distanciem + 10%, preferencialmente que
se distanciem + 5% do valor numérico indicado.

Molécula polianidnica: O termo "macromolécula polianiénica®,
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conforme utilizado no presente, refere-se a uma molécula de alta massa mo-
lecular relativa que compreenda grupos repetidos de carga negativa, a estru-
tura da qual essencialmente compreendendo a repetigdo multipla de unida-

des que sao derivadas, realmente efetiva ou conceitualmente, de moléculas

de baixa massa molecular relativa. Uma macromolécula polianiénica deve

possuir um peso molecular de pelo menos 2000 Dalton, mais preferencial-
mente de, pelo’menos, 3000 Dalton e ainda mais preferencialmente de, pelo
menos, 5000 Dalton. O termo "macromolécula polianidnica", conforme utili-
zado no presente, refere-se tipica e preferencialmente a uma molécula que

né@o e capaz de ativar receptores Toll-like. Dessa forma, o termo "macromo-

lécula polianinica" tipica e preferencialmente exclui ligantes de receptores

Toll-like e, ainda mais preferencialmente, exclui substancias imunoestimulan-
tes como ligantes de receptores Toll-like, acidos nucléicos imunoestimulan-
tes e lipopolissacarideos (LPS). Mais preferencialmente, o termo "macromo-

lécula polianidnica”, conforme utilizado no presente, refere-se a uma molécu-

la que ndo é capaz de induzir produgdo de citoquina. Ainda mais preferenci-

almente, o termo "macromolécula polianiénica" exclui substancias imunoes-

timulantes. O termo "substédncia imunoestimulante”, conforme utilizado no

- presente, refere-se a uma molécula que é capaz de induzir e/ou aprimorar

resposta imunoldgica especificamente contra o antigeno compreendido na
presente invengao.
RNA de hospedeiro, preferencialmente acidos nucléicos de hos-

pedeiro: O termo. "RNA de hospedeiro, preferencialmente acidos nucléicos

de _hospedeiro" ou o termo "RNA de hospedeiro, preferencialmente acidos

“nucléicos de hospedeiro com estrutura secundaria”, conforme utilizados no

presente, refere—se ao RNA, preferencialmente acidos nucléicos que sdo

“sintetizados originalmente pelo hospedeiro. O RNA, preferencialmente aci-

dos nucléicos, pode', no entanto, ser submetidos a alteragbes quimicas e/ou
fisicas, durante o procésso para reduzir ou suprimir a quantidade de RNA,
preferencialmente de acidos nucléicos, tipica e preferencialmente por meio
dos processos da invengao, por exemplo, o tamanho do RNA, preferencial-

mente de acidos nucléicos, pode ser encurtado ou a estrutura secundaria do
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mésmo pode ser alterada. No._entanto, mesmo este RNA ou acidos nucléicos |
resultantes sdo ainda considerados RNA de hospedeiro ou &cidos nucléicos
de hospedeiro. |
Métodos para determinar a quantidade de RNA e para reduzir a
quantidade de RNA compreendido pela VPL, foram des_crifos no
PCT/EP2005/055009, protocolizado pelo mesmo designador em 05 de outu-
bro de 2005, e, dessa forma, o pedido em sua totalidade é aqui inéorpor_ado
por referéncia. A reducgéo ou eliminégéo da quantidade de RNA do hospedei; :

- 1o, preferencialmente acido nucléico do hospedeiro, minimiza ou reduz res-

postas ndo desejadas de células T, como resposta inflamatéria de célula R e .
resposta citotoxica de celula T, e outros efeitos colaterais n&o desejadds,
como febre, enquanto mantém forte resposta de anticorpo especificavmente.
contra a Fel d1. | |

Em uma concretizagdo de preferéncia, esta invengéqipro\/é um
processo para o preparo das composicdes da invengdo e de VLP de um
RNA bacteriéfago — Fel d1 da invengdo, em que a referida VLP é produzida
por recombinagéd por um hospedeiro e em que a referida VLP é'essencial-‘
mente livre de' RNA do hospedeiro, preferencialmente de cidos nucléicos do
hospedeiro, compreendendo as etapas de: a) produgéo por redombinagéo ‘
de uma partl’cUIa semelhante a virus (VLP), com pelo menos um primeiro
sn"t‘io de fixagéo’, por um hospedeiro, em que a referida VLP compreende pro-
teinas de revestimento, variantes ou fragmentos das mesmas, de um RNA
bacteriéfago;.b) desmontagem da réferida particula semelhante a virus para
as referidés proteinas de revestimento, variantes ou fragmentos das mes-
mas, do referido RNA bacteriéfago; c) purificacdo das referidas protel’has de
reveétimento, variantes ou fragmentos das mesmas, do referido RNA bacte-
ri6fago para uma particula semelhante a virus, em que a referida particula
semelhante a virus é essencialmente livie de RNA do hospedeiro, preferen-
cialmente de &cidos nucléicos do hospedeiro; e €) a ligacdo de pelo menos |

um antigeno da invengdo com pelo menos um segundo sitio de fixagdo com

a referida VLP obtida da etapa (d). Em ainda outra concretizagéo de prefe- o

réncia, a remontagem das referidas proteinas de revestimento purificadas,
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variantes ou fragmentos das mesmas, é efetuada na presenga de pelo me-
nos uma macromolécula polianidnica.
- Em uma concretizagdo preferida, a composigdo da invencao

compreende ainda pelo menos uma substancia imunoestimulante capaz de

induzir e/o aprimorar uma resposta |munolog|ca Preferencialmente a subs-

tancia imunoestimulante é um ligante do receptor Toll-like, preferencialmente
selecionada do grupo composto por: (a) acidos nucléicos imunoestimulantes;
(b) peptideoglicanos; (c) lipopolissacarideos; (d) &cidos lipoteiconicos; (e)
compostos imidazoquinolinas; (f) flagelinas; (g) lipoproteinas; (h) moléculas

organicas imunoestimulantes; (i) oligonucleotideos contendo CpG ndo meti-

_iado;e(j) quéisquer misturas de (a), (b), (c), (d), (e), (), (g), (h) e (i).

Em ainda outra concretlzagao preferida, o acido nucléico imuno-
estlmulante é preferencualmente selecionado do grupo composto por: (a) um
acido nucléico de origem bacteriana; (b) um aC|do nucléico de origem viral;

(c) um &cido nucléico compreendendo um motivo CpG nio metilado; (d) um

RNA dupla fita; (e) um RNA fita simples; e (g) um Aacido nucléico livre de mo-
‘tivo CpG 'nédo metilado. Acidos nucléicos imunoestimulantes que nio contém

- motivo CpG ndo metilado foram descritos na técnica anterior, por exemplo,

na WO01/22972. O termo "acido nucléico", conforme utilizado no presente,

‘refere-se a uma molécula composta por monémeros (nucleotideos) lineares

ligados covalentemente. Ele indica uma cadeia molecular de nucleotideos e
nao se refere a uma extensdo especifica do produto. Dessa forma, oligonu-
cleotideos estdo incluidos na definigdo de &cido nucléico. A ligagdo entre os

nucleotideos é tipica e preferencialmente uma ligacao fosfodiéster. Também

' séo abrangidos por esta invengéo, acidos nucléicos que compreendam mo-
dificagbes de ligagdo como, por exemplo, uma ligacao fosforotioato. ‘

Em uma concretizagao preferida, a substancia imunoestimulante
é misturada com a VLP recombinante. Em ainda outra concretizagao preferi-
da, a substancia imunoestimulante esta ligada, preferencialmente inserida, a
VLP da invencgao.

DescrigOes detalhadas de substédncia imunoestimulante, particu-

larmente acido nucléico imunoestimulante, mais particularmente, oligonucle-
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otideos compreendendo CpG nédo metilada foram expostas no WO
03/024480, 03/024481 e PCT/EP/04/003165. Métodos para mistura de subs- :
tancias imunoestimulantes com a VPL-antigeno foram expostos no WO
03/024480. Métodos de empacotamento de substancias imunoestimulantes
no interior da VLP foram expostos no WO 03/024481. Osjpedid’os WO.

03/024480, 03/024481 e a PCT/EP/04/003165 em sua totalidade sdo aqui

incorporados por referéncia. VLP pode geralmente induzir e/ou aprimorar o]
sistema imunoldgico. No entanto,' o termo "substancia imunoestimulante”, -
conforme utilizado no contexto deste pedido, refere-se a uma substancia -
imunoestimulante diferente da VLP utilizada para as composi¢des da inven- .
¢ao, em vez de se acrescentar a referida VLP. | o

A inclusao de substancias imunoestimulantes, preferencialmente

acidos nucléicos imunoestimulantes, na composigdo da invengdo pode dire-

- cionar as respostas imunolégicas para respostas Th1 e, pelo mesmo, supri-

mir as respostas Th2.

Em uma caracteristica, a invencao fo»rnece uma vacina compre-
endendo a composigcdo da invengdo. Em uma caracteristica, a invengéo for-
nece uma vacina compreendendo a composi¢do da invencdo e um tampéo
adequado. Em uma concretizagdo preferida, a _composig:éo' da vacina com- "
preende ainda um adjuvante. A administragéo de, pelo menos, o unico adju-
vante pode, pelo presente, ocorrer antes, simultaneamente ou apds a 'admi-
nistracdo da composicdo da invencdo. O termo "adjuvante", conforme utili--
zado no presente, refere-se a estimulantes nao especificos da fesposta imu-
nolégica que permitem a geragdo de um actmulo no hospedeiro, o qual
quando combinado com a vacina € uma composi¢ao farmacéutica, réspecti-
vamente, da presente invengado pode proporcionar uma resposta imunolégi- -
ca ainda mais aprimorada.

Em outra concretizagéo preferida, a composigdo da vacina é
desprovida de adjuvante. Uma caracteristica vantajosa da presente invengao
é a alta imunogenicidade da composi¢do, mesmo na auséncia de adjuvan-
tes. O uso evitado de adjuvantes pode reduzir uma possivel ocorréncia de |

efeitos colaterais, relativos ao uso de adjuvantes. Dessa forma, a adminis-
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tragdo da vacina da invengdo para um pacientes ocorrera preferencialmente
sem a administragdo de, pelo menos um adjuvante para 0 mesmo paciente
antes, simultaneamente ou apds a administragdo da vacina.

A invengdo descreve ainda um método para imunizagdo com-
preendendo a édministragéo da vacina da presente invengao para um mami-
fero humano ou ndo humano, como um cachorro ou gato. Sem pretender
limitar a presente invengéo pela teoria, a injegdo da composigdo da vacina
para um gato pode neutralizar a Fel d1 e, por conseguinte, reduzir a quanti-
dade de Fel d1 na saliva do gato.

A vacina pode ser administrada por diversos modos conhecidos

na técnica, porém serd normalmente administrada por injecéo, infusdo, ina-

lagdo, administragdo oral ou outros modos fisicos adequados. Os conjuga-

dos poderdo ser alternativamente administrados pelas vias intramuscular,
intravenosa, transmucosa, transcuténea, intranasal, intraperitoneal ou subcu-

tanea. Componentes de conjugados para administragdo incluem solugbes

estéreis aquosas (por exemplo, solucéo salina fisiologica) e ndo aquosas e

suspensdes. Exemplos de solventes ndo aquosos sao o propileno glicol, po-
lietileno glicol, 6leos vegetais, como dleo de oliva, e ésteres organicos injeta-

veis, como etil oleato. Veiculos ou curativos oclusivos podem ser utilizados

‘para aumentar a permeabilidade cuténea e melhorar a absorgédo do antige-

no. ‘ _
Vacinas da invengdo séo consideradas como "farmacologica-

mente aceitaveis" se a sua administragdo puder ser tolerada por um recipi-

~ente individual. E ainda, as vacinas da inveng¢do serdo administradas em

“uma "quantidade terapeuticamente eficaz" (isto é, uma quantidade que pro-

duza um efeito fisiolégico desejado). A natureza ou tipo de resposta imuno-
l6gica ndo € um fator limitante desta exposicdo. Sem pretender limitar a pre-
sente invengao pelé explicagdo do mecanismo seguinte, a vacina da inven-
¢ao talvez induza anticorpos, presumivelmente subtipos de 1gG, os quais se
ligam a Fel d1, impedindo dessa forma que a Fel d1 seja vista pelo IgE liga-
do a mastdcitos e basdfilos. Alternativa ou simultaneamente, a composigao

da presente invengdo direciona as respostas imunoldgicas para respostas
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Th1, suprimindo o desenvolvimento de respostas Th2 e, por conseguinte; a
producdo de anticorpos IgE, um dos principais componentes em reacdes
alérgicas. |

Em um aspecto, a invengdo prové uma composigdo farmacéuti-
ca compreendendo a composigé@o, conforme descrita na presente invengao,
e um veiculo farmacéutico aceitivel. Quando a vacina da invengéo é admi-
nistrada a um individuo, ela pode estar em uma forma que conténha sais,
tampoes, adjuvantes ou outras substéncias gue s&o convenientes para me-
lhorar a eficacia do conjugado. Exemplos'de materiais adequados para uso
no preparo de composigdes farmacéuticas séo fornecidos em diversas fon-
tes, incluindo REMINGTON'S PHARMACEUTICAL SCIENCES (Osol, A, ed., Mabk
Publishing Co., (1990)). |

A inveng&o ensina um processo para a produ¢do da composigéo :
da invengdo compreendo as etapas de: a) fornecimento de uma parﬁcula
central com pelo rhenos um sitio de fixagdo, em que a referida particula cen-
tral € uma particula semelhante a virus ou uma particula viral; (b) forneci-
mento de pelo menos um éntigeno, em que o referido antigeno € uma prote-
iné Fel d1 ou um fragmento de Fel d1, com pelo menos um segundo sitio de
fixagdo; e (c) a combinagdo da referida particula central e o referido, pelo
menos, um anﬁgeno, para produgéo da referida composi¢éo, em que o refe-
rido, pelo menos, um antigeno e a referida VLP estdo ligados peld :.primeiro e
o segundo sitio de fixagao. ' ’

Em uma outra concretiz'agéo de preferéncia, a etapa para o for-
necimento de particula central, com pelo menos um Unico primeiro sitio de
fixagdo, compreende ainda as etapas: (a) desmontagem da referida particula
central para proteinas de revestimento, mutantes ou fragmentos das mes- -
mas, da referida particula central; (b) purificagao das referidas proteinas de
revestimento, mutantes ou fragmentos das mesmas; (c) remontagem das
referidas proteinas de revestimento purificadas, da referida particula central,
em que a referida particula central é essencialmente livre de RNA do hospe-
deiro, preferencialmente de acidos nucléicos do hospedeiro. Em ainda uma

outra concretizagao preferida, a remontagem das referidas proteinas de re-
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vestimento purificadas é efetuada na presenga de pelo menos uma macro-
molécula polianidnica ou, pelo menos, um acido nucléico imunoestimulante.

Em um aspecto, a invengdo prové um método de uso das com-
posigées da invengéo para prevengéo e/ou tratamento de alergia a gatos em
um mamifero, em que preferenmalmente o referido mamifero é humano ou
um cachorro.

Em'um aspecto, a invengao expde uso da composi¢ao da inven-
¢do como um medicamento. Em outro aspecto, a inven¢do prové o uso da
composi¢édo da invengao para a fabricagdo de um medicamento para trata-
mento de alergia a gato em um mamifero, em que preferencialmente o refe-
rido mamifero é um ser humano ou um cachorro.

Em um aspecto, esta lnvengao fornece uma proteina de fusdo
da Fel d1 compreendendo a cadela 1 da Fel d1 e a cadeia 2 da Fel d1 fun-
didas por meio de um espagador de aminoacidos que liga o N-terminal de
uma cadeia ao C-terminal da outré cadeia, em que o referido espagador é

constituido por uma sequéncia de aminodacidos com 10-30, preferencialmen-

| te 10-25, preferencialmente 10-20, preferencialmente 13-20, préferencial-

mente 15-20, prefefencialmente 13-17 e preferencialmente 15-17 aminodci-
dos e, em que a referida proteina de fusdo nao é uma proteina de fusdo que
com'p'reenda'a cadeia 1 da SEQ ID NO:22 fundida através de (GGGGS)3 ao |
N-terminal da cadeia 2 da SEQ ID NO:23, 25 ou 26, e em que a referida pro-
teina de fusdo recusada é expressada em sistema de expresséo de baculo-
virus.

A W02004094639 descreve uma proteina de fusdo Fel d1 pela
ligagdo da cadeia 1 e cadeia 2 com um ligador selecionado de uma ligacdo
carbono-nitrogénio e um peptideo curto, isto é, com de 1 a 9, preferencial-
mente de 1 a 5 e, particularmente preferivel de 1 a 3 aminoécidos. Ele ainda

afirma que surpreehdentemente uma ligacao ou peptideo curto ndo induz

restricbes ou desdobramentos relevantes. No entanto o W02004094639

deixa de mencionar um ligador mais extenso do que 9 aminoacidos.
O WO 00/20032 descreve a Fel D1 recombinante, expressada

pelo baculovirus, compreendendo cadeia 1 e cadeia 2, expressadas em sé-
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rie e unidas por um ligador glicina/serina (GGGGS)3. A WO 00/20032 relatou
também que a imunorreatividade da rFel d1 para anticorpo IgG e IgE é ex-
pressivamente aprimorada pela expressao do alérgeno no baculovirus, com- |
parado ao alérgeno expressado em E. coli.

A proteina de fuséo Fel d1 da inveng&do pode ser produz;ida em
um sistema de expressdo procaribtico ou em um sistema de ekpresséo eu-
cariético, como um sistema baculovirus. Em uma Concretizagéo de 'preferén-
cia, a referida proteina de fusao Fel d1 da invengédo é produzida a partir.do -
E. coli. . | |

Em uma concretizagdo de preferéncia, o espagador, compreen-
dido pela proteina de fusédo Fel d1, é constituido por uma seqﬂéncia de arhi-
no&cidos com 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 ou 20 residuos de ami-
noacidos. o '

Em uma concretizagdo preferida, o espagador, compreehdido
pela proteina de fusdo Fel d1, é constituido por uma seqliéncia de aminoéci-
dos com 2, 3 ou 4 quatro repeti¢des de GGGGS. ' |

Em ufna concretizagao preferida, a cadeia 2 da Fel d1 esta no N-
terminal da proteina de fusdo da invengao. , |

Em outra concretizagdo préferida_, a cadeia 1 da Fel d1 esta no.
N-terminal da brotel’na de fusdo da invengao. E.m uma outra concretizagdo
pfeferida, a proteina de fusdo é produzida a partir do E. coli. -

Em uma concretizacdo muito preferida, a proteina de fusdo Fel
d1 da invengdo compreende uma séqUéncia de aminoéacidos selec_ion_ada do
grupo composto por: (a) SEQ ID NO:54; (b) SEQ ID NO:55; e (c) SEQ D
NO:57. A invengéo fornece ainda a seqiéncia de nucleotideo que codifica a

proteina de fus&o Fel d1 da invengdo. Em uma concretizacdo de preferéncia, -

a invencgéo fornece uma sequéncia de nucleotideos que codifica uma protei-
na de fusdo da invengédo, selecionada do grupo composto por: (a) SEQ ID
NO:54; (b) SEQ ID NO:55; e (c) SEQ ID NO:57. Em ainda uma outra concre-
tizagado de preferéncia, a proteina de fusdo Fel d1 da invengéo é produzida
em E. coli. Em outra concretizagdo de preferéncia, a proteina de fusdo Fel

d1 da inveng@o compreende ou, alternativamente, é constituida por uma se-
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quéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:57, em que a referida proteina de

fuséo da invengdo é produzida em E. coli.

Em um aspecto, a invengéo proporciona um uso da proteina de
fusdo Fel d1 da invengao para diagnéstico e tratamento de alergia a gato.
EXEMPLOS | |

EXEMPLO 1

Preparo de VLPs de QB da invengdo por desmonta-

‘gem/remontagem na presenga de macromoléculas polianiénicas diferentes,

‘resultando em VLPS de Qf remontados.

- (A) Desmontagem de VLP de QP de técnica anterior
, 45 mg de VLP Qp da técnica anterior (2,5 mg/ml, conforme de-
terminado por analise de Bradford) em PBS (Fosfato a 20 mM, NaCl a 150
mM NaC‘I_, pH 7,5), purificado de Iiéado de E. coli, foi reduzido com DTT a 10
mM por 15 min em temberatura ambiente, sob agitagdo. Em seguida, foi a-
crescentado cloreto de magnésio até uma concentragdo final de 0,7 M e a

incubagdo continuou por 15 min em temperatura ambiente, sob agitacio,

levando & precipitagdo do RNA encapsulado da célula hospedeira.'A solugao
foi centrifugada por 10 min, a 4000 rpm, a 4 °C (Eppendorf 5810 R, em rotor

de angulo fixo A-4-62, utilizada em todas as etapas seguintes), para remover

‘0 RNA precipitado da solugdo. O sobrenadante, contendo a proteina de re-

vestimento QP dimérica liberada, foi utilizado para as etapas de purificagdo
por cromatografia.
(B) Purificag@o da proteina de revestimento QB, por cromatogra-

fia por troca catidnica e por cromatografia de exclusdo por tamanho. O so-

brenadante da reagéo de desmontagem, contendo a proteina de revestimen-
to dimérica, proteinas celulares do hospedeiro e residuos do RNA celular do
hospedeiro, foi diluido em uma propor¢do de 1:15 em agua para ajustar a
condutividade para abaixo de 10 ms/cm, sendo injetada em uma coluna SP-
Sefarose FF (xk16/20, 6 ml, Amersham Bioscience). A coluna foi equilibrada
de antemao com tampéo sodio fosfato a 20 mM, pH7 A eluigdo da proteina
de revestimento ligada foi atingida por gradiente em etapa fosfato de sédio a

20 mM / cloreto de sédio a 500 mM, e a proteina foi coletada em um volume
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dé fracdo de aproximadamente. A cromatografia foi conduzida em tempera-
tura ambiente com uma vazdo de 5 ml/min, e a absorbancia foi monitorada
em 260 nm a 280 nm. | -

Na segunda etapa, a proteina de revestimento Qp isolada (a fra-
¢do eluida da coluna de troca catidnica) foi carregada (em duas etapas) em. |
uma coluna Sefacril S-100 HR (xk26/60, 320ml, Amersham Bi.osCience), e-
quilibrada com fosfato de sédio a 20 mM / cloreto de'sévdio a 250 mM, pH
6,5. A cromatografia foi conduzida ém temperatura ambiente com uma vazao -
de 2,5 ml/min, e a absorbéncia foi monito_rada em 260 nm a 280 nm. .Foram
coletadas fragbes de 5 ml. . -

(C1) Remontagem da VLP Qf por dialise -

Proteina de revestimento Qf purlflcada (2,2 mg/ml em fosfato de.v

sédio a 20 mM, pH 6,5), uma macromolécula polianidnica (2 mg/ml em a- -

' gua), uréia (7,2 M em agua) e DTT (0,5 M em agua) foram misturados até as

concentragdes finais de 1,4 mg/ml de proteina de revestimento, 0,14 mg/ml
da macromoléé}ula correspondente, uréiaa 1 M e DTT a 2,5 mM. As misturas
(1 ml, cada) foram dialisadas por dois dias a 5 9C'em TrisHCL a 20 mM, Na-
Cla 150 mM, bH 8, utilizando membranas com limite de 3,5 kDa. As molécu_-

las pdlianiénicas eram: acido poligalacturénico (25000-50000, Fluka), dex- -

trano sulfato (PM 5000 e 10000, Sigma), acido poli-L-aspartico (PM 11000 e
33400 Sigma), acido poli-L-glutamico (PM 3000, 13600 e 84600, Slgma) e
tRNAs de leveduras e germe de trigo. '

(C2) Remontagem da VLP Qf8 por dlaflltragao ,.

33 ml de proteina de revestimento Qp purificada (1,5 mg/ml em
fosfato de sodio a 20 mM, pH 6,5, NaCl a 250 mM) foram misturados com
égua‘e uréia (7,2 mM em agua),NaCl (5 M em &gua) e acido poIi-L-glutémico '
(2 mg/ml em agua, PM: 84600). O volume da mistura foi de 50 ml e as con-
centragOes finais dos componentes foram 1 mg/ml de proteina de revesti-
mento, NaCl a 300 mM, uréia a 1,0 mM e 0,2 mg/ml de acido poli-L-
glutdmico. A mistura foi diafiltrada em seguida em temperatura ambiente,
contra 500 ml de TrisHCI a 20 mM, pH8, NaCl a 50 mM, aplicado uma vazao

cruzada de 10 rhl/min e uma taxa de permeabilidade de fluxo de 2,5 ml/min,
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em um aparelho de filtragdo tangencial de fluxo, usando um compartimento
de membrana Pellicon XL (Biomax 5K, Millipore).
EXEMPLO 2 .
Montagem in vitro de VPLs AP205 _
| (A)- Purifiéagéo de protel’né de revestimento AP205

Desmontagem: 20 ml de solugdo contendo VLP AP205 (1,6
mg/ml em PBS, purificada de extrato de E.coli) foram misturados com 0,2 ml

~de DTT a 0,5 M e incubados por 30 min em temperatura ambiente. 5 ml de

“NaCl a 5 M foram acrescentados e a mistura foi entdo incubada por 15 min a

60°C, provocando precipitagdo das proteinas de revestimento, reduzidas
pelo DTT. A mistura turva foi centrifugada (rotor Sorvall SS34, 10000 g, 10
min, 20°C) e o sobrenadante foi descartado e o pelete, dispersado em 20 ml|
de uréia la 1 M/Citrato de NA a 20 .mM, pH 3,2. Apds agitagdao por 30 min em
temperatura ambiente, é disperséo foi ajustada para pH 6,5 pelo acréscimo
de Na;,HPO,a 1,5 M e, em seguidé, centrifugada- (rotor Sorvall SS34, 10000

g, 10 min, 20 °C) para obter um sobrenadante contendo proteina de revesti-

mento dimérica.

‘ Cromatograﬁa por troca catidnica: O sobrenadante (vide acima)

~ foi diluido com 20 ml de agua para ajuétar a condutividade de aproximada-

mente 5 ms/cm. A solugéo resultante foi injetada em uma coluna de 6 ml SP
Sefarosé FF (Amersham Bioscience), previamente equilibrada com tampao
fosfato de s6dio a 20 mM, pH 6,5. Apos a carga, a coluna foi lavada com 48
ml de tampéo fosfato de sédio a 20 mM, pH 6,5, seguido por eluigdo da pro-

“teina de revestimento ligada por gradiente linear até NaCl a 1 M sobre 20

volumes da coluna. As fragdes do pico principal foram reunidas e analisadas

por SDS-PAGE e espectroscopia por UV. De acordo com a analise por SDS- |

'PAGE, a proteina de revestimento isolada estava essencialmente pura de

outras contaminagdes protéicas. De acordo com a espectroscopia por UV, a
concentragao proteica foi de 0,6 mg/ml (quantidade total: 12 mg), conside-
rando que 1 unidade de A280 reflete 1,01 mg/ml de proteina de revestimento
AP205. Ademaié, o valor de A280 (0,5999) sobre o valor de A260 (0,291) é

2, indicando que o preparado é essencialmente livre de dcidos nucléicos.
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(B) Montagem de VLPs AP205

Montagem na auséncia de qualquer macromolécula poliénic‘)nica: _
A fracao de proteina eluida da etapa precedente foi diafiltrada e concentrada
por TFF para uma concentragdo protéica de 1 mg/ml em fosfato de sédio a
20 mM, pH 6,5. 500 pl desta solugao foram misturados a 50 pl Ade uma solu-.
¢do de NaCl a 5 M e incubados por 48 h em temperatura ambiente. A forma-
¢do de VLPs rerriontados na mistura foi mostrada por SDS-Page néo redutor
e por HPLC de exclusao por taménho. Uma coluha TSKgel G5000 PWXL -
(Tosoh Bioscience), equilibrada com fosfato de sédio a 20 mM, NaCl a 150
mM, pH 7,2, foi utilizada para a analise por HPLC. .

Montagem na presenga de acido poliglutémicb: 375yl de protei-

‘na de revestimento AP205 purificada (1 mg/ml em fosfato de sédio a 20 mM,

pH 6,5) foram misturados com 50 pl de solugdo estoque de NaCI (5Mem

" 4gua), 50 pl de solugdo estoque de acido poliglutamico (2 mg/ml em égua,

PM: 86400, Sigma) e 25 pl de agua. A mistura foi incubada por 48 h em
temperatura arhbi_ente. A formacgéo de VLPs remo_ntados na mistura foi mos-
trada por SDS-Page nédo redutor e por HPLC de exclusdo por tamanho. A
proteina de revestimento na mistura foi quase que completamente incorpo-
rada nas VLPs, mostrando uma eficiéncia de montagem mais alfa do que a
para a protel'né de revestimento AP205 montada na auséncia de qualquer
macromolécula polianidnica. '
EXEMPLO 3 ,

Clonagem de proteinas de fusdo Fel d1

Genes que codificam a cadeia 1 e cadeia 2 da Fel d1, reépecti-
vamente, foram produzidos por amplificacdo-PCR, utilizando iniciadores so-
brepostos de DNA, conforme mostrado abaixo. Estdo indicados iniciadores
forward (F) e reversos (R). Os fragmentos foram ligados em um vetor pCRII-
TOPO (Invitrogen) e transformados em XL1-Azul. A seqUéncia de insertos
da cadeia 1 e cadeia 2 da Fel d1 foi verificada. _

Sequéncia do Iniciador 1F: SEQ 1D NO:34;

Sequéncia do Iniciador 2R: SEQ ID NO:35

Seqﬁéncia do Iniciador 3F: SEQ ID NO:36
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Sequéncia do Iniciador 4R: SEQ ID NO:37
Sequéncia do Iniciador 5F: SEQ ID NO:38
Sequiéncia do Iniciador 6R: SEQ ID NO:39
Sequéncia do Iniciador 7F: SEQ ID NO:40
Seqtiéncia do Iniciador 8R: SEQ ID NO:41
Sequiéncia do Iniciador 9F: SEQ ID NO:42
Sequéncia do Iniciador 10R: SEQ ID NO:43
Construtos de fusdo de Fel d1:

FELD1 refere-se a proteina com a cadeia 2 no N-terminal fundi-
do diretamente com a cadeia 1. As seqUiéncias de nucleotideos que codifica-

ram a FELD 1 foram criadas pela técnica de PCR-splicing overlap extension

(SOE), utilizando o ligador do iniciador 11 (SEQ ID NO:44).

FD12 refere- -se a proteina com a cadeia 1 no N-terminal fundida

dlretamente com a cadela 2. A sequéncia de nucleotideo que codificou a

FD12 f0|.cr|ada pela técnica de PCR- splicing overlap extension (SOE), utili-

- zando os iniciadores 12-1 (SEQ ID NO: 45) 12-3 (SEQ ID NO: 46) e 12-2-1

(SEQ ID NO:47).

- FELD1-10aa e FELD1-15aa referem-se a proteinas com cadeia
2 no N-terminal fundida por meio de um espag¢ador de 10 (GGGGS), ou 15
(GGGGS); aminoacidos, respecﬁvamente, com a cadeia 1 no C-terfninal. Foi
utilizado o plasmideo contendo a sequéncia de nucleotideos que codifica a
FELD1, como modelo, para criar os espacadores de 10 ou 15 aminoacidos
pof mutagénese reversa-PCR (IPCRM). Para o espagador 1-15, foram utili-
zados dois iniciadores (iniciador 1-10aa, SEQ ID NO:48 e iniciador 2-5aa,
SEQ ID NO:49). Para o espacgador 1-10, foram utilizados dois iniciadores
(iniciador 1-5aa, SEQ ID NO:50 e iniciador 2-5aa). O fragmento resultante da
PCR foi anelado por ligagdo. Ele é resistente a digestdo por Dpn 1, que so-
mente reconhece a Seqijéncia contendo adenina metilada, enquanto o plas-
mideo modelo foi digerido por Dpnl.

FELD1-10aa e FELD1-15aa referem-se a proteinas com cadeia

2 no N-terminal fundida por meio de um espagador de 10 (GGGGS), ou 15

(GGGGS)3 aminoéacidos, respectivamente, com a cadeia 2 no C-terminal. A
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fusdo de FD12-10aa e FD12-15aa foi produzida de forma semelhante a des-
crita acima. Para o espagador de 15 aminoacidos, foi utilizado o iniciador
FD2-10aa (SEQ ID NO:51) e o iniciador FD1-5 aa (SEQ ID NO:52). Para o
espagador de 10 aminodcidos, foi utilizado o iniciador FD1-5aa e o iniciador
FD2-5 aa (SEQ ID NO:53). '
EXEMPLO 4

Expressao bacteriana e purificacéo de proteinas de fusédo Fel d1 com His-tag

As seqliéncias de nucléotideos que codificam diversos construc- -
tos de fusao de Fel d1, conforme descritos no EXEMPLO 3, foram subclona-
das em um sistema de expressao pET-42T(+) a base de T7, modificado do
plasmideo pET-42a(+) (Novagen). O C-terminal dos constructos de fusao foi
fundido a uma sequéncia de His-tag, seguida por GGC, um ligador de ami-
noacido contendo cisteina como o segundo sitio de fixagao. Os consfructos
resultantes recebem denominados de acordo, pelo acréscimo de "-HC", em
seu final. _
FELD1-HC, FELD1-10aa-HC e FELD1-15aa-HC e FD12-15aa-
HC .foram expressas e purificadas da seguinte maneira: O plaéml’deo foi
transformado em BL21(DE3). A expressao foi induzida pelo acréscimo de
IPTG a 1 mM a cultura em OD600 de aproximadamente. A cultura foi culti-
vada por 30 horas adicionais a 20 °, recolhida e submetida a lise por sonica-
céo em tampéao nativo de lise (NaH,PO,4 a 50 mM, NaCl a 300 mM, imidazol
a 10 mM, pH 8,0).

O lisado bacteriano clarificado foi levado a 50 ml com o tampao
de lise nativo. 5 ml de agarose de acido de niquel-nitrilo-tri-acético (Ni-NTA)
(Qiagen) foram acrescentados e o lisado foi incubado, invertido, por uma
hora a 4 °C. Proteinas ligadas inespecificamente foram removidas por lava-
gem, repetida quatro vezes, em tampé&o de lise nativo. A proteina ligada foi
eluida por ressuspensao do agarose Ni-NTA em 2 ml de tampao de eluicao
(NaHPO4 a 50 mM, NaCl a 300 mM, imidazol a 250 mM, pH 8,0).
EXEMPLO 5
Ligacoes dissulfeto dobradas oxidativas em proteinas de fusdo Fel d1

FELD1-HC purificada com afinidade com Ni?* consiste em uma
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variedade de espécies com pontes misturadas de dissulfeto de 15 kD a 20
kD. O dobramento natural da FELD1-HC foi obtido pela mistura intramolecu-
lar repetida das ligagbes dissulfeto com glutation oxidado (GSSG, Appli- |
chem) e glutation reduzido (GSH, Applichem) em uma razdo molar de 1:1. A
reagao ocorreu por 24 horas, imediatamente apés a eluicao de FELD1 no
tamp&o de eluigdo pelo acréscimo de GSSG a 2,5 mM e de GSH a 2,5 mM
em temperatura ambiente. A FELD1-HC redobrada exibiu uma unica faixa
em um peso molecular de 15 kD, sob condigdes ndo redutoras (FIG.1, .0 pri-
meiro painel, faixa 2). Os grupos sulfidrila de potencial livre da FELD1-_HC
foram transformados em alquilas, utilizando iodoacetamida (Sigma). As son- ;
das foram tratadas com iodoacetamida a 5 mM em bicarbonato de aménia a
20 mM, em pH 8,0 por 15 minutos em temperatura ambiente. |

| A FELD1-HC redobrada foi ainda purificada até a horhdgeheida-
de por cromatografia deA excluséo por tamanho (SEC) (Superdex 75 pg, A-
mersham Pharmacia Biosciences), equilibrada em PBS.

A FELD1-10aa-HC e a FELD1-1Séa-HC foram renaturadas por
um processo fundamentalmente igual ao do descrito acima (FIG.1, os dois
painéis do meio). | ' A

O dobramento natural da FD12-15aa-HC foi obtido igualmente

“pela mistura re'petida de ligagdes dissulfeto com glutation oxidado e glutation |

reduzido em uma razdo molar de 10:1. Apds a eluicdo, a FD12-15aa foi dilu-
ida vinte vezes no tampao de redobramento de FD12-15aa (Tris-Cl a 50 mM,
pH 8,5, NaCl a 240 mM, KCl a 10 mM, EDTA a 1 VmM, PEG 3,550 a 0,05%,
GSH a 0,1 mM, GSSH a 0,1 mM) e incubada a 4 2C por 24 horas. A FD12-
15aa redobrada apresentou uma fita Gnica em um peso molecular de 20 kD,
comparado a forma reduzida correndo em 23 kD (FIG. 1, ultimo painel).

EXEMPLO 6

As proteinas de fusdo Fel d1 sd@o reconhecidas por anticorpos
monoclonais especificos de epitopos.

A Iiga(;éo de proteinas de fusdo Fel d1, em comparac¢do a Fel d1
natural (nFel d1), com anticorpos monoclonais epitopo-especificos (mAB) foi
determinada por um teste ELISA tipo sanduiche, utilizando o kit ELISA de
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Fel d1 (6F9/3E4) da Indoor biotechnologies (Cardiff, Reino Unido).

Resumidamente, o anti-Fel d1 mAB 6F9, fornecido sob a forma
de solugao estoque de 2 mg/ml, foi diluido para 1:1000 em tampao carbona-
to-bicarboneto a 50 mM, pH 9,6. Os pogos de microtitulagdo foram revesti-
dos com 100 pl do mAB 6F9 diluido por pogo em 4 2 durante a noite. As pla-
cas foram lavadas trés vezes com PBS-0,05% Tween20 (PBS-T) e, em se-
guida, bloqueadas com 100 pl de tampéo bloqueador (BSA a 1%(Sigma) em
PBS-T). Os pogos de microtitulagéb foram incubador por uma hora com 100 -
pl de proteinas de fusdo Fel d1 ou nFel d1 padrdo (Indoors technologies;
Reino Unido), utilizando diluigbes duplas de 80-0,16 ng/ml. A nFel d1 de re-
feréncia foi subpadronizada da referéncia E10 de caspa de gato CBER, a
qual contém 13,47.U/ml Fel d1 (1 unidade = 4 mg de proteina).

As placas foram lavadas em seguida e 100 pl diluidos (1:1000
em BSA/PBS-T a 1) de anticorpo anti-Fel d1 mAB 3E4 contendo biotinila
foram acrescentados e incubados por 1 hora em temperatura ambiente. As
placas foram lavadas trés vezes com PBS-T, utilizando 100 pl diluidos
(1:1000 em BSA/PBS-T a 1%) de Estreptavidina-Peroxidase (Sigma S5512,
0,25 mg recbhstituidas em 1 ml de agua destilada). Apés 30 minutos de in-
cubagdo em temperatura ambiente, os pogos foram lavados trés vezes com
PBS-T. A deteccéo foi efetuada com soluge"io de substrato OPD e H,SO, a
5%, cdrho solugdo de parada. A absorbéncia foi determinada, utilizando um
aparelho de leitura de ELISA (BioRad) em 450 nm e para célculo de médias
aritméticas e erro padrdo da média (SEM), o programa EXCEL (MS Office;
Microsoft) foi utilizado. Os resultados sdo apresentados na TABELA 1. Des-
sa forma, o réconhecimento de proteinas de fusao Fel d1 e de nFel d1 por
mABs epitopo-especificos reflete a alta semelhangca de antigenicidade de
ambas as proteinas.

TABELA 1 |

Proteinas testadas | FELD1-HC FELD1- FELD1- Fel d1 natu-
10aa-HC | 15aa-HC ral

Fel d1 (ng/ml) em 8,4 6,7 7,9 7,2

OD50%
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EXEMPLO 7 _

Acoplamento de proteinas de fus&o Fel d1 a VLPs, derivadas de QB _
Uma solugédo a 143 pM de VLP QB em tampao HEPES (HEPES

a 20 mM, NaCl a 150 mM, pH 7,2) reagiu com excedente molar 5 vezes

maior (71,5 puM) de SMPH (Pierce) porv 30 minutos em 25 °C, sob agitagéo. O

SMPH foi retirado de um estoque a 50 mM, dissolvido em sulféxido de dime-

tila. Os produtos}da reacao foram dialisados em relagdo a duas mudangas
de PBS, utilizando uma unidade de didlise com um limite de corte de 10,000
Da de peso molecular (Slide-A-Lyzer, Pierce. A dialise foi conduzida a 4 °C
em temperatura ambiente, com um tampao mais de >1000 vezes o da mistu- .
ra da reagao. }

Antes de acoplar as proteinas de fusdo Fel d1 para VPL QB, de-
rivatizadés por SMPH, as FELD1,‘ FELD1-10aa, FELD1-15aa e F'D12-15aa,
respectivamente, conforme obtidas, segundo o EXEMPLO 5, foram inéuba-
das com TCEP (Pierce, Perbio Sciénce) em quantidades equimolares por 30
minutos em temperatura ambiente. .

As proteinas de fuséo Fel d1 foram acrescentadas em exceden-
te fnolar 5 vezes maior ao da solugdo a 143 pM de VPLs Qp, derivatizadas
por SMPH. O volume de reac¢ao foi de 650 pl e reagdes mulﬁpl_as foram rea-
lizadas em paralelo. As reagoes foram incubadas por 4 horas em temperatu- |
ra ambiente, sob agitagdo. Apds 0 acoplamento, as aliquotas foram centrifu-
gadas em 16.000 x g por 3 minutos em 4 2C até serem transformadas em
material insolUvel peletizado. Os sobrenadantes foram reunidos em novos
tubos. O acoplamento de proteinas de fusdo Fel d1 & VLP de Qp foi avaliado
por SDS-PAGE redutor. _

O acoplamento de proteinas de fusdo Fel d1 a VLP remontada
de QP (obtida do EXEMPLO 1) ocorre substancialmente da mesma forma
conforme o descrito acima.

EXEMPLO 8
Acoplamento de _FELD1, FELD1-15aa e FD12-15aa a HBcAg1-185-Lis

A construgéo de HBcAg1-185-Lis, sua expressao e purificacdo

foram substancialmente descritas no EXEMPLO 2-5 do WO 03/040164. Uma
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solugao de VLP HBcAg1-185-Lis VLP a 120 uM em Hepes a 20 mM, NaCl a
150 mM, pH 7,2, reage por 30 minutos com um excedente molar, 25 vezes
maior de SMPH (Pierce), diluido da solugéo estoque em DMSO, a 25 °C em
um agitador rotativo. A solu¢do de reagao € duas vezes dialisada subse-

quentemente por duas horas contra 1 litro de Hepes a 20 mM, NaCl a 150

mM, pH 7,2 , em 4 °C. A mistura dialisada de HBcAg1-185-Lis reage, em
seguida, com a Fel d1 recombinante obtida no EXEMPLO 5. Na reagéo de
acoplamento, a FELD1, FELD1-15éa a FD12-15aa, respectivamente, estdo -
presentes em um excedente molar duas vezes maior do que o da VLP HB-
cAg1-185-Lis derivatizada. A reagao de acoplamento prossegue por quatro
horas em 25°C em um agitador rotativo. -

EXEMPLO 9

Acoplamento de FELD1, FELD1-15aa e FD12-15aa com VLPs derivadas de
AP205

O preparo de VLP de AP205 VLP foi descrito no EXEMPLO 1 e

~ 2 no WO 2004/007538. A derivatizagao de VLP de AP205 é substancialmen-

te a mesma da descrita no EXEMPLO 7 para VLP Q. Antes de acoplar as
proteinas de fuséo Fel d1 para VPL AP205, derivatizadas por SMPH, as
FELD1, FELD1-10aa, FELD1-15aa e FD12-15aa, respectivamente, confor-
me obtidas, segundo o EXEMPLO 5, foram incubadas com TCEP (Pierce,
Perbio Science) em quantidades equimolares por 30 minutos em temperatu-
ra ambiente.. |

As proteinas de fusdo Fel d1 sdo acrescentadas em excedente
molar 5 vezes maior do que o da solugdo a 143 pM de VLPs AP205, deriva-
tizadas por SMPH. As reagdes foram incubadas por 4 horas em temperatura

ambiente, sob agita¢ao.

O acoplamento de proteinas de fusdo Fel d1 com VLP remonta-
da de AP205 (obtida do EXEMPLO 2) ocorre substancialmente da mesma
forma conforme o descrito acima.

EXEMPLO 10
Producéo da composicédo da invencdo baseada em bacteriéfago QP. |
Uma cultura com 601 E. coli AB259 (5x10” células/ml) foi culti-
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vada por 2-3 horas a 37 °C, sob intensa aerag¢do (1 volume de ar/ volume of»
minuto em cultura) para que fosse obtida uma cultura de aproximadamente A
2-4x10° células/ml. O lisado clarificado de QP fago foi inoculado em um muil-
tiplo de infecgdo de 5 e CaCl, foi acrescentado para uma concentragao final
de 2,2 mM. Apds uma fase de adsorgéo de 5 minutos, a aeragao foi intensifi-
cada (1,5 volumes de ar / volume de minuto em cultura). As células foram
cultivadas ainda por mais 3 horas, até que ODeso nm atingisse urri valor de
equilibrio, produzindo 4-6x10'? particulas de fago na cultura. Estas foram
purificadas da seguinte maneira: E.coli foi lisada pelo acréscimo de 10 mi de
CHCls / | cultura, 0,1 mg de lisozima / | cultura e EDTA para uma concehtfa— _'
¢ao final de 20 mM. O lisado foi clarificado por centrifugagéo, em uma cenfri-
fuga continua resfriada, e as particulas do fago sedimentadas do lisado por
precipitagao com sulfato de améhia (500 g/l, produzindo aproximadamente
66% de saturagao). A sﬁspenséo foi inicialmente decantada e o precipitado
isolado por centrifugag¢ao por 30 mvinutos, utilizando uma centrifuga Janetzki
K26 com rotor W.R. 6 x 500 ml a 6000 rpm, ou em uma centrifuga Beckman
J21 C com rotor JA-10. O pelete foi novamente solubilizado em tampéo NT
(NaCl a 0,15 e Trypton a 0,1%) e clarificado por centrifuga¢do. O sobrena-
dante foi precipitado com sulfato de aménia (acrescentados 500 ¢/ |, aproxi-
madamente 66% de saturagdo). O precipitado foi isolado por centrifugagao, |
réssolubilizado em tampédo NT e clarificado de novo por centrifugacdo. As
particulas do fago foram isoladas do sobrenadante resultante por ultracentri-
fugagéo por 3,5 h, utilizando um roto Beckman do tipo 35 em 32 000 rpm. Os
fagos sedimentados foram ressuspendidos em tampao NT e purificados por -
ultracentrifugagdo em um gradiente convencional continuo.de CsCl. A centri-
fugacao foi conduzida utilizando um rotor Beckman Ti-70 (8x38,5) rotor, em -
55 000 rpm por 20 horas. As particulas do fago foram subseqilientemente
dialisadas em Hepes a 20 mM, NaCl a 150 mM, pH 7,4 para serem utilizadas
em etapas de ligagdo cruzada quimica, conforme descrita no EXEMPLO 7.
EXEMPLO 11 '

Preparo da composicao da invencao baseada em fago GA

Uma cultura de 12 | E. coli Q 13 Hfr RNASse I’ , em meio M9
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contendo 2% de hidrolisado de caseina, 0,5% de extrato de levedura, 0,2%
de glicose, foi cultivada até um ODs4g nm de 0,6-0,7, que corresponde a apro-
ximadamente 2x10° células/ml, e infectada com GA fago em um multiplo de
infecgao de 10-20. A cultura cresceu por mais 2,5 a 3 horas a 37 °C e produ-

ziu aproximadamente 10" particulas de fago em toda a cultura. As células

foram submetidas a lise pelo acréscimo de CHCl; a 1-2% v/v e a cultura in-
cubada por 15 minutos. O lisado foi clarificado por centrifugagéo por 30 mi-
nutos a 5000 rpm em um rotor Jahetzi K26. As particulas de fato foram pre- -
cipitadas com sulfato de aménia (60% de saturagdo) do meio da cultura du-
rénte diversos dias a 4°C. A suspensao foi inicialmente decantada, e o pre-
cipitado isolado por centrifugagdo por 30 minutos a 6000 rpm em um roto
Janetzki K26. O pelete foi ressuspendido em tamp&o NET (Tris a 20 mM, pH
7,8, NaCl a 150 mM, EDTA a 5 mM), e as particulas extraidas por diVersos
ciclos de centrifugacéo e ressuspensdo, em partes pequenas do tampao
NET. As partes contendo capsideos foram reunidas e precipitadas com sul-
fato de aménié a 60%. As particulas ressuspendidas em tampao NET foram
purificadas trés vezes em uma coluna Sefarose 4B e, subseqﬂentémente em
dois gradientes de sacarose. Resumidamente, um gradiente de 7 ml de sa-
carose com as seguintes concentragoes v/v, 50%, 43%, 36%, 29% e 22% foi
preparado em tamp&o NET em tubos de centrifuga. A solugdo de fagos (em
tampéd NET) foi posta em camadas sobre gradiente e centrifuga por 17 ho-
ras em um rotor Beckman SW 28 a 25 000 rpm. As frag6es contendo capsi-
deos foram reunidas e separadas da sacarose por filtragdo em gel em uma
coluna Sefarose 4B. As particulas de fagos foram subseqtientemente diali-
sadas em agua e liofilizadas para uso posterior.

A condi¢do do acoplamento de proteinas de fusdo Fel d1 com o
bacteriéfago QB ou GA é substancialmente a mesma condigdo do acopla-
mento com a VLP de Qf, conforme exposto no EXEMPLO 7.

EXEMPLO 12 '
Proteinas de fusdo Fel d1 QB sfo altamente imunogénicas em camundon-

gos

Camundongos BALB/c foram imunizados sc com 50 ug de Q-
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FELD1, obtida do EXEMPLO 7 ou 50 ug de QpB, misturada com Fel d1 re-
combinante (obtida do EXEMPLO 5) nos dias 0, 14 e 21 e as amostras de A
sangue foram coletadas nos dias 0, 21 e 28. Foram determinados anticbrpos
especificos da Fel d1 por ELISA, utilizando FELD1 para revestimento (10
ug/ml). Em resumo, foram utilizados 96 pogos F96, que foram pré-revestidos.
a 4°C durante a noite com 10 ug/ml de FELD1 em NaHCO3 a 0,1 M e pH
9,6. As placas foram lavadas quatro vezes com PBS-Tween 20 e o fundo foi
reduzido pela incubagéo das placas 2 horas a 37°C com tampao de parada
(BSA a 2%, Sigma) em PBS-Tween20. O“s.oro foi diluido em tampao de dilu-
icéo de soro (BSA a 2%, FCS a 1% em PBS-Tween20). Foram conduzidas -
duas etapas de diluigéo e incubagéo por 2 horas em temperatura ambiehte
em agitador de placa de ELISA. As placas foram lavadas cinco vezes e anti-
corpo dé detecgao, diluido em 1:1VOOO (1gG HRPO anti-camundongb acopla-
do (Sigma)), foi inCubado por 1 hora em temperatura ambiente. As placas
foram lavadas quatro vezes com PBS-TweenZO- e a deteccao foi efetuada
usando solugdo de substrato OPD (NazHPO@ a 0,066 M, acido citrico a
0,035, pH 5,0, contendo 10 mg de OPD (Fluka) e 8 pl de H,O, a 30% (Fluka)
por 25ml) e H.SO4 a 5% em H20, como solugao de parada. A absorbancia
foi determinada utilizando um aparelho de Ieith_ra de ELISA em 450 nm e,
para célculo de médias aritméticas e erro padrdo de média (SEM), foi utiliza- |
do o programa EXCEL (Microsoft).

Camundongos imunizados com a QB-FELD1 descreveram uma
meia absorgdo maxima de 120.000 e 75.000 no 212 dia e 28° dia, respecti-
vamente. Por outro lado, camundongos imunizados com uma mistura de
QP/FELD 1 sem ligamento cruzado, apresentaram titulos mais baixos de
7000 e 6000 no 212 e 28° dia, respectivamente.

EXEMPLO 13

Imunizacdo de camundongo com aluminio, como adjuvante

Camundongos Balb/c de 7-8 semanas foram vacinados trés ve-
zes (dias 0, 14 e 28) com 50 pg da QBVLP-FELD1-HC da técnica anterior.
As vacinas forarh diluidas em 200 ul de PBS estéril ou 100 pl de PBS e 100
pl de AluGel-S (Serva), respectivamente, e injetadas por via subcutanea na
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regiao inguinal esquerda e direita.

Foi coletado soro nos dias 14, 21, 28, 42, 56, 84 e 112. Foram
determinados por ELISA anticorpos especificos contra a Fel d1 natural,
FELD-HC e QB VLP. o
. ~ Placas de microtitulagéo foram revestidas durante a noite com 1
pg/ml de Fel d1 natural (nFel d1, Indoors biotechnologies), 10 mg/ml de
FELD1-HC e 10 mg/ml de Qb VLP, respectivamente. Apds a lavagem (Twe-
en 20/PBS a 0,05%) e parada com BSA a 2% em PBS, o soro foi acrescen- -
tado em diluicbes diferentes em BSA a 2%/FCS a 1%/PBS.

Posteriormente, foi conduzido o ELISA pelo método padrdo. As
vacinas com Qff VLP-FELD1-HC induziram uma resposta de anticorpo dura-
doura alta especifica para Feld1 para FELD1 natural € FELD1. O titulo de
anticorpos foi mais alto na presenga de aluminio do que na auséncia de a-
luminio (TABELA 2). '

TABELA 2
com Alum - sem Alum
datas - nFel d1 FELD1-HC nFel d1 FELD1-HC
Dia 13 15984 53939 3394 7871
Dia 20 100311 203636 38980 77323
Dia 27 173190 368716 38177 56836
Dia42 240173 419072 88953 170377
Dia 56 228500 492520 65370 163093
Dia 84 157009 219834 59603 115049
- Dia112 127745 203719 62290 116132
EXEMPLO 14

FELD1 acoplado com Qf reduziu drasticamente potencial alérgico in vitro

Para testar a capacidade da QB-FELD1-HC para desencadear
uma reagéo alérgica in vitro, foram isolados baséfilos do sangue de trés ga-
tos doadores alérgicos. Em um gato alérgico, estes baséfilos sdo revestidos
com IgE especifica da Fel d1 e respondém com aumento regulado de CD63
a estimulagao alérgena. Dessa forma, baséfilos do individuo alérgico foram
estimulados com quantidades graduadas de QB-FELD1-HC ou FELD1-HC
isolada e o aumento regulado de CD63 foi detefminado por citometria de
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fluxo. Enquanto que a FELD1-HC (obtida do EXEMPLO 5) desencadeou um
forte aumento regulado de CD63, na mais baixa diluicdo testada (aproxima- _
damente 0,2ng/ml), QB-FELD1-HC (obtida do EXEMPLO 7) exibiu um po-
tencialmente alérgico drasticamente reduzido e requereu quantidades de
100-1000 vezes mais altas (aproximadamente 70ng/ml) de FELD1-HC para.
que os basdfilos apresentassem uma resposta. |
Este teste foi igualmente repetido para as proteinas de fusdo

FELD-15aa-HC e FD12-15aa-HC, isoladés ou acopnladas com Q. Os resul-
tados sd@o mostrados na FIG 2. Estas proteinas de fusdo Fel d1, quando a-
copladas com Qp, exibem todas um potencial alérgico drasticamente reduzi- -
do. ‘ '
EXEMPLO 15

FELD1 acoplada com QB ndo é capaz de desencadear uma rea-
¢ao de puntura cutdnea ém um individuo alérgico

Se forem introduzidos alérgenos por uma puntura feita na pele'
de um individuo alérgico, um edema local sera criado em aproximadamente
20 minutos em virtude da ativagdo de mastécitos, abrigados na pele. Neste
exemplo, o teste cuténeo foi empregado para determinar o poténcial alérgico
de QB-FELD1-HC (obtida do EXEMPLO 7). Quantidades gréduadas de Q-

'FELD1-HC ou quantidades correspondentes de FELD1-HC (obtida do E-

XEMPLO 5) foram introduzidas na pele de um gato alérgico e a reagédo cuta-
nea foi avaliada 20 minutos mais tarde. A QB-FELD1-HC néo foi capaz de
desencadear uma reagdo cutanea enquanto que a FELD1-HC foi ativa em
concentragdes mais de 100 vezes mais baixas (TABELA 3) _
TABELA 3: Quantidades correspondentes de FELD1-HC presentes em am-

bos os preparados.

Diluigao FELD1-HC QB -FELD1-HC
Limpa +++ -
1:10 ++ -
1:100 + -
1:1000 - -
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EXEMPLO 16 _
Imunizacéo de um individuo alérgico com QB-FELD1-HC reduz reatividade

de teste de puntura cutanea

A fim de testar a capacidade da QB-FELD-HC de aliviar sintomas
clinicos, um paciente sofrendo de alergia a gato foi vacinado com 17ug de
QB-FELD1-HC (obtida do EXEMPLO 7), no dia‘0 (3 injecbes de 2, 5 e 10
ug), 40 ug no dia 7 (3 injeges de 10, 10 e 20 ug) e 50 ug no dia 14 (2 inje-
¢Oes de 10 e 40 ug). Foram realiiados testes de puntura cutdnea com um-
extrato padronizado de gato nos dias 0, 14 e 21 e os didmetros da reagéo
inchada central foram quantificados (FIG 3). Em 3 semanas, foram necessa-
rias concentragbes de alérgenos 1000 vezes mais altas para induzir sinto-
mas clinicos no teste de puntura cutdnea, do que a quantidade inicial neces-

saria suficiente para induzir sintomas no teste de puntura.

EXEMPLO 17

Imunizacdo de um individuo alérgico com QB-FELD1-HC reduz sintomas

nasais em teste de provocacio nasal

A fim de testar a capacidade da QB-FELD1-HC de aliviar sinto-
mas clinicos, um paciente sofrendo de alergia a gato foi vacinado com 17ug
QB-FELD1-HC (obtida do EXEMPLO 7) no dia 0 (3 injecSes de 2, 5 e 10 ug),
40 ug no dia 7 (3 inje¢des de 10, 10 e 20 ug) e 50 ug no dia 14 (2 inje¢des
de 10 e 40 ug). Foram efetuados testes de provocagao nasal com um extrato
padronizado de gato nos dias 0, 14 e 21 e os sintomas clinicos foram avalia-
dos.em cada nivel de escalonamento de dose (FIG 4A) e uma pontuagéo

~alérgica global foi preparada de acordo com (FIG 4B). Em 3 semanas, foram

necessérias quantidades de alérgeno de 100 a 1000 mais altas para induzir
sintomas clinicos e a pontuagao global alérgica foi fortemente reduzida.

EXEMPLO 18

Empacotamento de acidos nucléicos imunoestimulantes na QB VLP

Proteina de revestimento desmontada e purificada de QB foi ob-
tida conforme descrito no EXEMPLO 1 (A) e (B). Remontagem: B-
mercaptoetanol foi acrescentado a fragdo de 10 mi do dimero até uma con-
centragdo final de 10%, e 300 pl de uma solugdo de (CpG)200pA oligodeoxi-
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nucleotideo, contento 12,3 nmols de oligonucleotideo foram acrescentados.
A mistura de remontagem foi inicialmente dialisada 30 ml de tampao NET
(Tris-HCl a 20 nM, pH 7,8 com EDTA a 0,5 mM e NaCl a 150 mM), contendo
10% de beta- mercaptoetanol por 2 horas a 4 °C e, em seguida, dialisada de
modo continuo com um fluxo de tampao NET de 8 ml/h por 4 dias a 4 °C. A
mistura de remontagem foi em seguida dessalinizada em &gua por didlise,
com 6 trocas de tampao (4 X 100 mi, 2 X 1 litro). |

O acoplamento de proteinas de fusdao Fel d1 com a QBVLP, con-
tendo CpG no interior € conduzida substancialmente do mesmo modo des-
crito no EXEMPLO 7. |
EXEMPLO 19 | |
Soro especifico da Fel d1 inibiu a desgranulagéo de basofllos'

|ndu2|da por proteinas de fusdo Fel d1 in vitro

A fim de testar a capamdade de IgG especifico anti- Fel d1 de
inibir a desgranulagado, basoéfilos de um individuo alérgico foram estimulados
com uma quantidade definida de FELD1-HC ou FELD1-15aa-HC, pré-
incubadas com uma diluicdo em série de quantidades decrescentes de IgGs
isoladas de ratos imunizados com QB-FELD1-HC. O aumento regulado de
CD63 foi determinado por citometria de fluxo. A IgG anti-Fel d1 bloqueou a

'deSQranuIagéo' induzida pela Fel d1 em todas as concéntragées testadas,

enquanto que a IgG de controle ndo exibiu qualquer efeito (TABELA 4).
TABELA 4

amostras - FELD1-HC FELD1-15aa-HC
Percentual de desgranu- | Percentual de desgra-
lagao nulagao
Sem IgG 33 - 33
IgG especifico de 1,9 16
Fel d1 (200ng/mil) ‘
IgG especifico de 52 2,1
Fel d1(100ng/mi)
IgG especifico de 8,2 2,3
Fel d1(50ng/ml)
IgG especifico de 10,6 42
Fel d1(25ng/ml) ‘
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amostras FELD1-HC FELD1-15aa-HC
Percentual de desgranu- | Percentual de desgra-
lagao nulagao
IgG nédo especifico 35 29
Sem estimulagdo de 1,2 o 1,2
Fel d1
EXEMPLO 20

Imunizac&o de camundongos alérgicos a Fel d1 com QB-FELD1-HC N
Um modelo experimental de asma de inflamagdo alérgiéa de vi--
as aéreas em camundongos foi utilizado para avaliar os efeitos de vacinagéao
contra o alérgeno natural Fel d1 sobre a resposta de anticorpo IgE em soro e
em LBA (Lavado broncoalveolar) de camundongos BALB/c. 5 camundongos
por grupo foram sensibilizados por entalhe peritoneal com Fel d1 natural em
AlumGel-S no dia 0. Os camundongos foram vacinados por via subcutanea
no dia 35 e 49 com 50ug de Qf isolada ou com 50ug de QB-FELD1-HC, an-
tes de dois testes subsequentes intranasais no dia 63 e dia 70. 5 dias apdés o

~ ultimo teste intranasal, os camundongos foram sacrificados para que fossem

recolhidos o soro e o LLBA (liquido do lavado broncoalveolar) para serem
analisados em relagdo a resposta imunolégica humoral (titulos de subclas-
ses de IgE) por ELISA. _

Placas de ELISA foram revestidas com uma IgE mAB anti-rato
(2ug/ml), diluido em tampdo carbonato durante a noite a 4 °C. Depois do
bloqueio nas placas com PBS/BSA a 5% por 2 horas, as placas foram incu-
badas por duas horas rhais com soro (primeiro pogo: 1:100 pré-diluido, de-
pois 1:3 de diluigdo ao longo de 8 etapas) ou LBA (primeiro pogo, LBA puro,
depois 1:3 de diluigdo ao longo de 8 etapas) de camundongos sensibiliza-
dos, vacinados e testados com antigenos. Apds 2 horas de incubagdo da
amostra, IgE do soro e de LBA foi detectada com um anticorpo marcado IgE-
HRP anti-camundohgo de ratos antes de detec¢ao com substrato OPD.
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TABELA 5 o
Grupo Soro (d75) LBA (d75)
Tituloem | % reducdo | Tituloem | % redugéo
OD50 OD50
Qp-vacinado 1036 : - 15 -
0 100

49 - 95

QB-Fel d1 vacinado
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Phe Arg Gly Cys Arg Gly Asn Gly Tyr Ile Asp Leu Asp Ala Thr Tyr
225 230 235 240

Leu Ala Thr Asp Gln Ala Met Arg Asp Gln Lys Tyr Asp Ile Arg Glu
: 245 250 255

Gly Lys Lys Pro Gly Ala Phe Gly Asn Ile Glu Arg Phe Ile Tyr Leu
) 260 265 270

Lys Ser Ile Asn Ala Tyr Cys Ser Leu Ser Asp Ile Ala Ala Tyr His
275 280 285

Ala Asp Gly Val Ile Val Gly Phe Trp Arg Asp Pro Ser Ser Gly Gly
290 ) 295 300

Ala Ile Pro Phe Asp Phe Thr Lys Phe Asp Lys Thr Lys Cys Pro Ile
305 310 315 320

Gln Ala Val TIle Val Val Pro Arg Ala
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<400> 3
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1 5 10 15 .
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20 25 30

Ile Ser Ser Asn Ser Arg Ser Gln Ala Tyr Lys Val Thr Cys Ser Val
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65 70 : 15 80

Ala Trp Arg Ser Tyr Leu Asn Met Glu Leu Thr Ile Pro Ile Phe Alé
85 90 95

Thr Asn Ser Asp Cys Glu Leu Ile Val Lys Ala Met Gln Gly Leu Leu
100 105 110
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Thr Phe Ser:

95

Arg Thr Glu

110

Ile Asp Asn



<210>
<211>
<212>

<213>

<400>

10
133
PRT

Bacteridfago MX1

10

Met Ala Lys

1

Asp

val

Val

Val

65

Cys

Phe

Leu

Leu

Val

Ala

Thr

50

Gln

Asp

Thr

Lys

Asn
130

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

<400>

Thr

Ala
35

Ile

Val

Pro

Gln

Ala

115

Pro

11
330
PRT

Leu Gln
5

Leu Asn
20

Leu Ser
Ser Val
Lys ile
Ser Val

85

Tyr Ser
100

Leu Leu.

Ala Tyr

Ala

Leu

Glu

Ser

Gln

70

Thr

Thr

Ala

Bacteridfago NL95

11

Ile
Asn
Ala
Gln
55

Asn
Arg

Asp

Asp

Met Ala Lys Leu Asn Lys Val

1

Asn Gln Thr Leu Thr Leu Thr

Val Ala Ser Leu Ser Glu Ala

35

5

20

Thr

Pro

Gly

40

Pro

Pro

Ser

Glu

Pro
120

Thr

Pro

73

Leu Ser
10

Arg Gly

2§

Ala Val

Ser Arg

Thr Ser

Ala Tyr
90

Glu Arg
105

Met Leu

Gly

Val

Pro

Asn

Cys

75

Ala

Ala

Ile

Ile

Asn

Ala

Arg

Thr

Asp

Leu

Asp

Leu Thr Gly Ile

10

Arg Gly Val Asn

25

Gly Ala Val Pro Ala

40

Gly
Pro
Leu
45

Lys
Ala
val

Val

Ala
125

Gly

Pro

Leu
45

Lys Asn
15

Thr Asn
30

Glu Lys

Asn Tyr

Ser Gly

Thr Phe
95

Arg Thr
110

Ile Asp

Lys Ala
15

Thr Asn
30

Gly .

Gly

Arg

Lys

Thr

80

Ser

Glu

Asn

Gly

Gly

Glu Lys Arg



val
Val
65

Asp

Thr

Asn
Asn
145
Gly
Glu
Gly

Gly

Ile
225

Ala

Val

Leu

Tyr

Thr
50

Gln
Pro
Ser
Ala
Pro
130
Asn
Gly
Leu
Ser
Asn
210
Glu
Ser
val

His

Arg
290

Val

Ile

Ser

Tyr

Leu

115

Ala

Pro

Thr

Tle

Glu

195

Glu

Thr

Val

Lys

Leu

275

Ser

Ser Val

Lys Leu

Val Thr
85

Ser Thr
100

Leu Lys

Tyr Trp
Tyr Pro

Gly Thr
165

Thr Glu
180

Ala Leu
Phe Trp
Hig Arg
Met Glh

245

Met Gln
260

Met Asp

Tyr Gly

Ala

Gln

70

Arg

Glu

Asp

Ala

Gly

150

Tyr

Ala

Val

Arg

Arg

230

Ser

Pro

Gly

Met

Glin
55

Asn
Ser
Arg
Asp
Ala
135
Val
Arg
Lys
Glu
Asn
215
Cys
Asp
Pro

Ile

Val
295

Pro

Pro

Gly

Glu

Leu

120

Leu

Pro

Cys

Asp

Phe

200

Trp

Arg

Glu

Gly

Tyr

280

Ile

74

Ser
Thr
Ser
Arg
105
Ile
Leu
Asp
Pro
Gly
185
Glu
Asp
Gly
Tyr
Thr
265

val

Gly

Axrg
Ala
Arg
Ala
Val

Ala

Phe
170
Ala
Tyr
Gly
Asn
Val
250
Phe

Asp

Phe

Asn
Cys
75

Asp
Leu
Asp
Ala
Pro
155
Ala
Cys
Ala
Arg
Gly
235
Leu
Asp

Leu

Trp

Arg Lys Asn Tyr Lys

60

Thr Lys Asp Ala Cys

val

Ile

Ala

Ser

140

Asn

Cys

Ala

Leu

Leu

220

Tyr

Ser

Ser

Ala

Thr
300

Thr Leu Ser

Arg Thr

Ile
125
Pro
Val
Tyr
Leu
Glu
205
Ser
Val
Gly

Pro

Glu
285

Asp

1190

Asp

Lys
Arg
Tyr
150
Asp
Lys
Asp
Ala
Arg
270

Val

Ser

95

Glu

Asn

Gly

Pro

Arg

175

Ala

Phe

Tyr

Leu

Tyr

255

Tyr

Thr

Lys

80

Phe -

Leu
Leu
Gly -
Pro
160
Gly
Cys
Leu
Asp
Asp
240

Asp

Tyr

Ala

Ser



75

Pro Gln Leu Prc Thr Asp Phe Thr Arg Phe Asn Arg His Asn Cys Pro

305

Val Gln Thr val Ile

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

<400>
Ala Ser

1

Asn Val

Ile Ser

Arg Gln

50

Pro Lys

Ala Txp

Thr Asn

Lys Asp

Tyr

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

<400>

1

12
129
PRT

325

Bacteriéfago 2

12

Asn

Thr

Ser

35

Ser

Val

Arg

Ser

Gly

115

13
128
PRT

Phe

Val

20

Asn

Ser

Ala

Ser

Asp
100

Asn

Thr
Ala
Ser
Ala
Thr
Tyr
85

Cys

Pro

310

Val Ile Pro Ser Leu

Gln

Pro

Gln

Gln

70

Leu

Glu

Ile

Bacteritfago PP7

13

5

Phe

Ser

Ser

Asn

55

Thr

Asn

Leu

Pro

val

Gln

40

Arg

val

Leu

Ile

Ser
120

Leu

Phe

25

Ala

Lys

Gly

Glu

330

Val

10

Ala

Tyr

Tyr

Gly

Leu

90

Val
105

Ala

Lys

Ile

10

315

Asn

Asn

Lys

Thr

Val

75

Thr

Ala

Ala

Asp

Gly

Val

Ile

60

Glu

Ile

Met

Ala

Gly

Val

Thr

45

Lys

Leu

Pro

Gin

Asn
125

Gly

Ala

30

Cys

Val

Pro

Ile

Gly

110

Ser

Thr

15

Glu

Ser

Glu

val

Phe

Leu

Gly

15

320

Gly
Trp
val
val
Ala
80

Ala

Leu

Ile

Met Ser Lys Thr Ile Val Leu Ser Val Gly Glu Ala Thr Arg Thr Leu



76

Thr Glu Ile Gln Ser Thr Ala Asp Arg Gln Ile Phe Glu Glu Lys Val
20 25 30

Gly-Pro Leu Val Gly Arg Leu Arg Leu Thr Ala Ser Leu Arg Gln Asn
35 40 45

Gly Ala Lys Thr Ala Tyr Arg Val Asn Leu lLys Leu Asp Gln Ala Asp
50 55 . 60 i ’

Val Val Asp Cys Ser Thr Ser Val Cys Gly Glu Leu Pro Lys Val Arg
65 70 - 75 . 80

TYr Thr Gln Val Trp Ser His Asp Val Thr Ile Val Ala Asn Ser Thr
85 90 - 95

Glu Ala Ser Arg Lys Ser Leu Tyr Asp Leu Thr Lys Ser Leu Val Ala
100 105 110

Thr Ser Gln Val Glu Asp Leu Val Val Asn Leu Val Pro Leu Gly Arg

115 120 125
<210> 14
<211> 131
<212> PRT
<213> Bacteri6fago AP205
<400> 14 '

Met Ala Asn Lys Pro Met Gln Pro Ile Thr Ser Thr Ala Asn Lys Ile
1 S 10 15

Val Trp Ser Asp Pro Thr Arg Leu Ser Thr Thr Phe Ser Ala Ser Leu
20 25 30

Leu Arg Gln Arg Val Lys Val Gly Ile Ala Glu Leu Asn Asn Val' Ser
35 . 40 45

Gly Gln Tyr Val Ser Val Tyr Lys Arg Pro Ala Pro Lys Pro Glu Gly
50 55 ' 60

Cys Ala Asp Ala Cys Val Ile Met Pro Asn Glu Asn Gln Ser Ile Arg
65 70 75 80

Thr Val Ile Ser Gly Ser Ala Glu Asn Leu Ala Thr Leu Lys Ala Glu
85 90 95

Trp Glu Thr His Lys Arg Asn Val Asp Thr Leu Phe Ala Ser Gly Asn
100 105 110



77

Ala Gly Leu Gly Phe Leu Asp Pro Thr Ala Ala Ile Val Ser Ser Asp

115 120 125
Thr Thr Ala
130 '
<210> 15
<211> 132
<212> PRT
<213>

Sequéncia artificial

<220> _
<223> Bacteriéfago Q-beta 240 mutante

<400> 15
Ala Lys Leu Glu Thr Val Thr Leu Gly Asn Ile Gly Arg Asp Gly Lys
1 S 10 ' 15

Gln Thr Leu Val Leu Asn Pro Arg Gly Val Asn Pro Thr Asn Gly Val
20 _ 25 30

Ala Ser Leu Ser Gln Ala Gly Ala Val Pro Ala Leu Glu Lys Arg Val
35 40 45 :

Thr Val Ser Val Ser Gln Pro Ser Arg Asn Arg Lys Asn Tyr Lys Val
- 50 _ 55 60 ’

Gln Val Lys Ile Gln Asn Pro Thr Ala Cys Thr Ala Asn Gly Ser Cys
65 - - 170 _ 75 80

Asp Pro Ser Val Thr Arg Gln Lys Tyr Ala Asp Val Thr Phe Ser Phe
85 920 95

Thr Gln Tyr Ser Thr Asp Glu Glu Arg Ala Phe Val Arg Thr Glu Leu
100 105 110

Ala Ala Leu Leu Ala Ser Pro Leu Leu Ile Asp Ala Ile Asp Gln Leu
115 - 120 125

Asn Pro Ala Tyr

130
<210> 16
<211> 132
<212> PRT
<213>

Sequéncia artificial

<220> '
<223> Bacteri6fago Q-beta 243 mutante

<400> 16



Ala Lys

Gln Thr

Ala Ser

Thr Val
50

Gln Val

Asp Pro

Thr Gln

Ala Ala

Asn Pro
130

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

<220>
<223>

<400>

Leu

Leu

Leu

35

Ser

Lys

Ser

Tyr

Leu

115

Ala

17
132
PRT

Sequéncia artificial

17

Glu

Val

20

Ser

Val

Ile

Val

Ser

100

Leu

Tyr

Thr
Leu
Glﬁ
Ser
Gln
Thr
85

Thr

Ala

val

Asn

Ala

Gln

Asn

70

Arg

Asp

Ser

Thr

Pro

Gly

Pro

55

Pro

Gln L

Glu

Pro

Leu

Arg

Ala

40

Ser

Thr

Glu

Leu
120

78

Gly
Gly
25

Val
Arg
Ala
Tyr
Arg
105

Leu

Bacteriéfago Q-beta 250 mutante

Ala Arg Leu Glu Thr Val Thr Leu Gly

1

5 .

Gln Thr Leu Val Leu Asn Pro Arg Gly

20

25

Ala Ser Leu Ser Gln Ala Gly Ala Val

35

40

Thr Val Ser Val Ser Gln Pro Ser Arg

50

55

Lys

10

Val

Pro

Asn

Cys

Alav

90

Ala

Ile

Asn

10

Val

Pro

Asn

Ile

Asn

Ala

Arg

Thr

75

Asp

Phe

Asp

Ile

Asn

Arg

Gly
Pro
Leu
Lys
60

Ala
Val

Val

Ala

Gly
Pro
Leu

Lys
60

Lys

Thr

Glu

45

Asn

Asn

Thr

Arg

Ile
125

Arg

Thr

Glu

45

Asn

Asp

Asn

30

Lys

Tyr

Gly

Phe

Thr

110

Asp

Asp

Asn

30

Lys

Tyr

Gly Lys
15

Gly'Val
A;g Val
Lys Val
Ser Cys

80

Ser Phe
95

Glu Léu

Gln Leu

Gly Lys
15
Gly Vval

Axrg Val

Lys Val



Gln

65

Asp

Thr

Ala

Asn

Val

Pro

Gln

Ala

Pro
130

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

<220>
<223>

. <400>

Ala
-Gln
Ala
Thr
Gln
65
Asp
Thr

Ala

Asn

Lys
Thr
Ser
Val
50

Val
Pro
Gln

Ala

Pro

Lys
Seg
Tyr
Leu
115

Ala

18
i32
PRT

79

Ile Gln Asn Pro Thr Ala

70

Val Thr Arg Gln Lys Tyr Ala

85

Ser Thr Asp
100

Leu Ala Ser

Tyr

Sequéncia artificial

18

Leu
Leu
Leu
35

Ser
Lys
Ser
Tyr
Leu

115

Ala

Glu Thr val
Val Leu Asn
20

Ser Gln Ala

Val Ser Gln

Ile Gln Asn
70

Val Thr Arg.

85

Ser Thr Asp
100

Leu Ala Ser

Tyr

Glu

Pro

Thr

Pro

Gly

Pro

Pro

Gln

Glu

Pro

Glu Arg Ala

Leu

120 -

Leu

Arg

Ala

40

Ser

Thr

Lys

Glu

Leu
120

105

Leu

Bacteri6fago A-beta 251 mutante

Gly
Gly
25

Val
Arg
Ala
Tyr
Arg
105

Leu

Cys

90

Ile

Asn

10

Val

Pro

Asn

Cys

Ala
90

Ala

Ile

Thr Ala Asn Gly Ser Cys

75

Asp Val

Phe Val

Asp Ala

Ile Gly

Asn Pro

Ala Leu

60

Thr Ala

75

Asp Val

Phe Val

Asp Ala

80

Thr Phe Ser Phe

95

Arg Thr Glu Leu

110

Ile Asp Gln Leu

125

Lys

Thr

Glu

45

Asn

Asn

Thr

Arg

Ile
125

Asp

Asn

30

Lys

Tyr

Gly

Phe

Thr
110

Asp

Gly Arg
15 -

Gly Vval

Arg Val

Lys Val

Ser Cys

80

Ser Phe
95

Glu Leu

Gln Leu



130

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

<220>
<223>

<400>

Ala Arg Leu

1

Gln

Ala

Thr

50

Gln

65

Asp

Thr

Ala

Asn

Thr

Ser

Val

Val

Pro

Gln

Ala

Pro

19
132
PRT

Sequéncia artificial

80

Bacteriéfago Q-beta 259 mutante

19
Glu Thr
» S

Val Leu
20

Leu

Leu Ser Gln

35

Ser Val Ser

Lys Ile Gln

Thr
85

Ser Val

Ser Thr

100

Tyr

Leu Leu Ala

115

Ala Tyr

130

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

<400>

20
185
PRT

Virus hepatite B
20

Val

Asn

Ala

Gln

Asn

70

Arqg

Asp

Ser

Thr
Pro
Gly
Pro
55

Pro
Gln

Glu

Pro

Leu
Arg
Ala
40

Ser
Thr
Lys
Glu

Leu
120

Gly
Gly
25

Val
Arg
Ala
Tyxr
Arg
105

Leu

Asn

10

val

Pro

Asn

Cys

Ala

90

Ala

Ile

Ile

Asn

Ala

Arg

Thr

75

Asp

Phe

Asp

Gly

Pro

Leu

Lys

60

Ala

Val

Val

Ala

Lys
Thr
Glu
45

Asn
Asn
Thr
Arg

Ile
125

Met Asp Ile Asp Pro Tyr Lys Glu Phe Gly Ala Thr val

1

5

10

Ser Phe Leu Pro Ser Asp Phe Phe Pro Ser Val Arg Asp

20

25

Asp Gly Arg
.15

Asn Gly Val
30

Lys Arg Val

Tyr Lys Val

Gly Ser Cys
80

Phe Ser Phe
95 |

Thr Glu Leu
110

Asp Gln Leu

Glu Leu Leu
15

Leu Leu Asp

30



Thr Ala Ser
35

Ser Pro His
50 ’

Leu Met Thr
Ser Arg Asp
Ile Arg Gln

Glu Thr Val
115

Pro Pro Ala
130

Glu Thr Thr
145

Arg Thr Pro
Arg Ser Gln

<210> 21

<211> 188
<212> PRT
<213>

<400> 21
Met Asp Ile
1

Ser Phe Leu

Thr Ala Ala
35

Ser Pro His
50

Ala

His

Leu

Leu

Leu

100

Leu

Tyr

Val

Sex

Ser
180

Leu
Thr
Ala
Val
85

Leu
Glu
Arg
val
Pro

165

Arg

Virus hepatite B

Asp Pro

5

Pro Ser

20

Ala Leu

His Thr

Tyr

Ala

Thr

70

Val

Trp

Tyr

Pro

Arg

150

Arg

Glu

Tyr

Asp

Tyr

Ala

Arg

Leu

55

Asn

Phe

Leu

Pro

135

Arg

Arg

Ser

Lys

Phe

Arg

Leu
55

Glu

40

Arg

val

Tyr

His

Val

120

Asn

Arg

Arg

Gln

Glu

Phe

Asp

40

Arg

81

Ala

Gln

Gly

Val

Ile

105

Ser

Ala

Asp

Arg

Cys
185

Phe

Pro

25

Ala

Gln

Leu

Ala

Asn

Asn

90

Ser

Phe

Pro

Arg

Ser
170

Gly

10

Ser

Leu

Ala

Glu

Ile

Asn 1

75

Thr

Cys

Gly

Ile

Gly

155

Gln

Ala

Val

Glu

Ile

Ser

Leu

60

Asn

Leu

Val

Leu

140

Arg

Ser

Thr

Arg

Ser

Leu

Pro

45

Cys

Glu

Met

Thr

Trp

125

Ser

Ser

Pro

val

Asp

Pro
45

Cys

Glu

Trp

Asp

Gly

Phe

110

Ile

Thr

Pro

Arg

Glu

Leu

Glu

Trp

His

Gly

Pro

Leu

85

Gly

Arg

Leu

Arg

Arg
175

Leu

15

Leu

His

Gly

Cys

Glu

Ala

80

Lys

Arg

Thr

Pro

Arg

160

Arg

Leu

Asp

Cys

Asp



Leu
65

Lys
Gly
Phe
Ile
Thr
145

Pro

Met

Gly

Leu

Gly

Arg

Thr

Gly

Lys

Arg

115

Thr

130

Leu

Arg

Arg

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

<400>

Pro

Arg

Arg
22

70
PRT

Leu Ala

Ser Arg

Phe Arg

100

Glu Thr

Pro Pro

Glu Thr

Arg Thr

165

Arg Ser
180

Thr

70

Asp

Gln

Val

Ala

Thr

150

Pro

Gln

Felis domesticus

22

Glu Ile Cys

1

Thr Pro Asp

Val Val Leu

35

Met Thr Glu

50

Tyr Thr Ser

65

<210> 23
<211>
<212> PRT

92

Pro Ala
5

Val

Trp

Leu

Leu

Leu

Tyr

135

val

Ser

Ser

Lys

Glu Tyr Val Glu

20

Glu Asn Ala Arg

Glu Asp Lys

Pro Leu

Cys
70

Glu
55

Val

Val

Leu

Glu

120

Arg

Val

Pro

Arg

Arg
Gln
Ile
40"

Asn

82

Gly

Val

Trp

105

Tyxr

Pro

Arg

Arg

Glu
185

Asp

val

25

Leu

Ala

Thr
Ser

90

Phe

Pro
Arg
Arg
170

Ser

val
10
Ala

Lys

Leu

Asn

15

Tyr

His

Val

Asn

Arg

155

Arg

Gln

Asp

Gln

Asn

Ser

Leu
Val
Ile
Ser
Ala
140
Asp

Arg

Cys

Leu
Tyxr
Cys

Leu
60

Glu Asp

Asn Thr

Ser Cys

110

Phe Gly

125

Pro Ile

Arg Gly

Ser Gln

Phe Leu

Lys Ala

Val Asp

45

Leu Asp

Gly
Asn
95

Leu
Vai
Leu

Arg

Ser
175

Thr
15
Leu

Ala

Lys

Gly
80
Val
Thr -
Trp
Ser
Ser
160

Pro

Gly
Pro
Lys

Ile



83

<213> Felis domesticus

<400>
Val Lys
1

Val Ala
.Asn Ala

Tyr Val
50

Thr Thr
65

Thr Val

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

<220>
<223>

<400>

Val Lys
1 .

Val Ala

Asn Ala

Tyr Val

50

23

Met Ala Glu Thr Cys Pro Ile Phe Tyr

5 -

Asn Gly Asn Glu Leu Leu Leu
20 25

Thr Glu Pro Glu Arg Thr Ala
35 40

Glu Asn Gly Leu Ile Ser Arg
- 55

Ile Ser Ser Ser Lys Asp Cys
70

Glu Asp Leu Lys Leu Asn Thr
85

24
162

PRT }
Sequencia artificial
Fuséo de corrente 2+ corrente 1

24
Met Ala Glu Thr Cys Pro Ile
5

Asn Gly Asn Glu Leu Leu Leu
20 25

Thr Glu Pro Glu Arg Thr Ala
35 40

Glu Asn Gly Leu Ile Ser Arg
55

Thr Thr Ile Ser Ser Ser Lys Asp Cys

65

70

Thr Val Glu Asp Leu Lys Leu Asn Thr

85

Ala Val Lys Arg Asp Val Asp Leu Phe

10

Asp

Met

Val 1

Met

Leu
90

Phe

10

Asp

Met

Val

Met

Leu

90

Leu

Leu

Lys

GlyA

75

Gly

Tyr

Leu

Lys

Leu

Gly

75

Gly

Thr

Asp

Ser

Lys

Val Phe Phe Ala
15

Leu Thr Lys Val-
30

Ile Gln Asp Cys

45

Asp
60

Glu

Arg

Asp

Ser

Lys

Asp

60

Glu

Arg

Gly

Gly Leu Val Met

Ala VvVal Gln Asn
80

Val Phe Phe Ala
15

Leu Thr Lys Val
30

Ile Gln Asp Cys
45

Gly Leu Val Met

Ala Val Gln Asn
80

Glu Ile Cys Pro
95

Thr Pro Asp Glu



100

Tyr Val Glu Gln Val Ala

115

Asn Ala Arg Ile Leu Lys

130

Asp Lys Glu Asn Ala Leu

145

Leu Cys
<210> 25
<211> 90
<212> PRT
<213>
<400> 25

Val Lys Met
1

Val Ala Asn

Asn Ala Thr

35

. Tyr Val Glu
50

Ile Ala Ile
€5

Glu Asp Leu

<210> 26
<211> 78
<212> PRT
<213>

<400> 26

Val Lys Met
1

Ala
Gly
20

Glu
Asn

Asn

Lys

Ala

Glu

Asn

Pro

Gly

Glu

Leu
85

Glu
5

150

Felis domesticus

Thr

Glu

Glu

Leu

Tyr

70

Asn

Felis domesticus

Thr

Val Ala Asn Gly Asn Glu

20

Gln Tyr
120

Asn Cys
135

Ser Leu

Cys Pro

Leu Leu

Arg Thr
40

Ile Ser
55

Cys Met

Thr Leu

84

105

Lys

Val

Leu

Ile

Leu

25

Ala

Arg

Gly

Gly

Ala Leu Pro

Asp Ala Lys

Asp Lys

Phe
10

Asp
Met
Val

Glu

Arg
90

155

Tyr

Leu

Lys

140

Ile

Asp
Sér
Lys
Asp

60

Val

Val
125

Met

Tyr

Val

Leu

Ile

45

Gly

Gln

110

Val

Thr

Thxr

Phe

- Leu Glu

Glu Glu

Ser Pro

Phe

15

Thr

30

Gln

Leu

Asn

Lys

Asp

Val

Thr

‘160

Ala

Val

Cys

Met

Val
80

Cys Pro Ile Phe Tyr Asp Val Phe Phe Ala

10

15

Leu Leu Leu Asp Leu Ser Leu Thr Lys Val

25

30



85

Asn Ala Thr Glu Pro Glu Arg Thr Ala Met Lys Lys Ile Gln Asp Cys
35 40 45

Tyr Val Glu Asn Gly Leu Ile Ser Arg Val Leu Asp Gly Leu Val Met
50 : 55 60

Pro Ser Thr Asn Ile Ala Trp Val Lys Gln Phe Arg Thr Pro

65 i 70 75
<210> 27

<211> 27

<212> PRT

<213> Felis domesticus
<400> 27

Lys Arg Asp Val Asp Leu Phe Leu Thr Gly Thr Pro Asp Glu Tyr Val
1 S 10 _ 15

Glu Gln Val Ala Gln Tyr Lys Ala Leu Pro Val
20 25

<210> 28

. <211> 27

<212> PRT

<213> Felis domesticus

<400> 28

Lys Ala Leu Pro Val Val Leu Glu Asn Ala Arg Ile Leu Lys Asn Cys
1 S 10 15

Val Asp ala Lys Met Thr Glu Glu Asp Lys Glu
' 20 25

<210> 29

<211> 26

<212> PRT

<213> Felis domesticus

<400> 29

Phe Phe Ala Val Ala Asn Gly Asn Glu Leu Leu Leu Asp Leu Ser Leu
1 5 10 15

Thr Lys Val Asn Ala Thr Glu Pro Glu. Arg
20 25

<210> 30

<211> 19

<212> PRT

<213> Felis domesticus
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<400> 30

Glu Glu Asp Lys Glu Asn Ala Leu Ser Leu Leu Asp Lys Ile Tyr Thr
1 5 10 15

Ser Pro Leu

<210> 31
<211> 19
<212> PRT

<213> Felis domesticus

<400> 31

Met Gly Glu Ala Val Gln Asn Thr Val Glu Asp Leu Lys Leu Asn Thr
1 ! 5 10 . 15

Leu Gly Arg

<210> 32
<211> 16
<212> PRT

<213> Felis domesticus.

<400> 32

Glu Glu Asp Lys Glu Asn Ala Leu Ser Léﬁ Leu Asp Lys Iie Tyr Thr
1 5 10 18
<210> 33

<211> 174

<212> PRT

'<213>  Sequéncia artificial

<220>
<223> fus&o com his tag and GGC

<400> 33
Met Val Lys Met Ala Glu Thr Cys Pro Ile Phe Tyr Asp Val Phe Phe
1 5 10 15 '

Ala Val Ala Asn Gly Asn Glu Leu Leu Leu Asp Leu Ser Leu Thr Lys
20 25 30

Val Asn Ala Thr Glu Pro Glu Arg Thr Ala Met Lys Lys Ile Gln Asp'
35 40 45

Cys Tyr Val Glu Asn Gly Leu Ile Ser Arg Val Leu Asp Gly Leu Val
50 55 60



Met Thr

€5

Asn Thr

Pro Ala

Glu Tyr

Glu Asn

130

Glu Asp
145

Pro Leu

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

<220>
<223>

<400>

gtacatatgg aaatctgccce ggctgttaaa cgtgacgttg acctgttect gaccggtacc

ccggacgaat acgttgaaca ggttg

<210>
<211>
<212>

Thr Ile Ser

Val Glu Asp

Val Lys Arg
100

Val Glu Gln
115

Ala Arg Ile

Lys Glu Asn

Cys Leu Glu
165

34
85
DNA

Ser

70

Leu

Asp

Vel

Leu

Ala

150

His

Sequéncia artificial

iniciador 1F

34

35
38
DNA

<213> gequéncia artificial

<220>
<223>

<400>

iniciador 2R

35

Ser

Lys

Val

Ala

Lys

135

Leu

His

Lys

Leu

Asp

Gln

120

Asn

Ser

His

87

Asp Cys

Asn Thr
90

Leu Phe

105

Tyr Lys

Cys Val

Leu Leu

His His
170

Met

75

Leu

Leu

Ala

Asp

Asp

155

His

ggcagagctt tgtactgagc aacctgttca acgtatte

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

<220>
<223>

36
75
DNA

Sequéncia artificial

iniciador 3F

Gly Glu Ala Val

Gly Arg Glu Ile

95

Thr Gly Thr Pro
110

Leu Pro Val Val
125

Ala Lys Met Thr
140

Lys Ile Tyr Thr

Gly Gly Cys

Gln

80

Cys

Asp

Leu

Glu

Ser
160

60

85

38
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<400> 36

gctcagtaca aagctctgee ggttgttctg gaaaacgctc gtatcctgaa aaactgegtt

gacgctaaaa tgacc

<210> 37
<211> 89
<212> DNA

<213> Sequeéncia artificia

<220>
<223> jniciador 4R

<400> 37 .
cctctcgagg cacagecgggg aggtgtagat tttgtccage agggacagag cgttttettt

gﬁcttcttcg gtcattttag cgtcaacgc

<210> 38
<211> 76
<212> DNA

<213> Sequéncia artificia

<220>
<223> iniciador 5F

<400> 38 .
gtacatatgg ttaaaatggc tgaaacctgc ccgatcttct acgacgtttt cttcgetgtt

gctaacggta acgaac

<210> 39

<211> 75

<212> DNA

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> jniciador 6R

<400> 39 :
ggtacgttec ggtteggtag cgttaacttt ggtcagggac aggtecagea geagttegtt

accgttagca acagc

<210> 40
<211> 80
<212> DNA
<213>

Sequéncia artificial

<220>
<223> jniciador 7F

<400> 40
ctaccgaacc ggaacgtacc gctatgaaaa aaatccagga ctgctacgtt gaaaacggtce

tgatctccecg tgttcectggac

<210> 41

60

75

60

89

60

76

60

75

60

80
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<211> 71
<212> DNA

<213>  gequéncia artificial

<220>
<223> jniciador 8R

<400> 41

gcttcaccca tgcagtcettt ggaggaggag atggtggtca taaccagacc gtccagaaca . 60
cgggagatca g ' 71
<210> 42

<21i1> 75

<212> DNA

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> jniciador OF
<400> 42 .
caaagactgc atgggtgaag ctgttcagaa caccgttgaa gacctgaaac tgaacaccct 60
gggtcgcteg agagg ‘ _ 15
<210> 43
<211> 21
<212> DNA
- <213>  gequéncia artificial
<220>
<223> jniciador 10R
<400> 43 - .
cctetegage gacccagggt g 21
<210> 44
<211> 45
<212> DNA
<213> Sequéncia artificial
<220>
<223> jniciador ligante
<400> 44
cgtttaacag ccgggcagat ttcacgaccc agggtgttca gttte 45
<210> 45
<211i> 28
<212> DNA

<213> Sequéncia artificial

<220> :
<223> niciador 12-1

<400> 45
ctacatatgg aaatctgccc ggctgtta 28



<213> gequéncia artificial

<220>

<223> niciador 2-10aa

<400> 51

ggtggaggag gtagcggtgg aggaggtagc gttaaaatgg ctgaaacctg cccgatctt

<210> 52
<211> 42
<212> DNA

<213> gequéncia artificial

<220>

<223> jniciador 1-5aa

<400> 52

90

gctacctect ccaccgcaca gocggggaggt gtagattttg te

<210> 53
<211> 44
<212> DNA

<213>  gequéncia artificial

<220>

<223> jniciador 2-5aa

<400> S3

ggtggaggag gtagcgttaa aatggctgaa a

<210> 54

<211> 175
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> FELDl-10aa

<400> 54
Met Val Lys Met
1

Ala vVal Ala Asn
20

Val Asn Ala Thr
35

Cys Tyr Val Glu
50

Met Thr Thr Ile
65

Ala

Gly

Glu

Asn

Ser

Giu Thr
Asn Glﬁ
Pro Glu
Gly Leu

55

Ser Ser
70

Cys Pro

Leu Leu
25

Arg Thr
40

Ile Ser

Lys Asp

Ile

Leu

Ala

Arg

Cys

cctgcecga tett

Phe Tyr Asp Val Phe Phe
15

Asp Leu Ser Leu Thr Lys
30

Met Lys Lys Ile Gln Asp
45

Val Leu Asp Gly Leu Val
60

Met Gly Glu Ala Val Gln
75 80

59

42

44



Asn

Gly

Val

Lys
145

Leu

<210>

Thr
Ser
Asp
Gin
130

Asn

Ser

<211>
<212>

<213>

<220>

Val
Gly
Leu
115
Tyr

Cys

Leu

55
180
PRT

Sequéncia artificial

Glu

Gly

100

Phe

Lys

Val

Leu

Asp

85

Gly

Leu

Ala

Asp

Asp

165

Leu

Gly

Thr

Leu

Ala

150

Lys

<223>

<400>

FELD1-15aa

55

Met Val Lys Met Ala Glu

1

Ala

Val

Cys

Met

65

Asn

Gly

Val

Asn

Tyr

50

Thr

Thr

Ser

Val

Ala

Ala

35

Vval

Thr

Val

Gly

Lys

Asn

20

Thr

Glu

Ile

Glu

Gly
100

5.

Gly Asn

Glu

Pro

Asn Gly

Ser

Ser
70

Asp Leu

85

Gly Gly

g Asp Val

Lys

Ser

Gly

Pro

135

Lys

Ile

Thr

Glu

Glu

Leu

55

Ser

Lys

Ser

Asp

Leu

Glu

Thr
120

Val

Met

Tyr

Cys

Leu

Arg

40

Ile

Lys

Leu

Gly

01

Asn

Ile

105

Pro

Val

Thr

Thr

Pro

Leu

25

Thr

Ser

Asp

Gly
105

Phe

Thr

90

Cys

Asp

Leu

Glu

Ser
170

Ile

10

Leu

Ala

Arg

Cys

Thr

90

Gly

Leu

Leu

Pro

Glu

Glu

Glu

155

Pro

Phe

Asp

Met

val

Met

75

Leu

Gly

Thr

Gly

Ala

Tyr

Asn

140

Asp

Leu

Tyr

Leu

Lys

Leu

60

Gly

Gly

Ser

Gly

Arg
val
Val
125
Ala

Lys

Cys

Asp
Ser
Lys
45

Asp
Glu
Arg

Glu

Thr

Gly

Lys

110

Glu

Arg

Glu

Leu

Val

Leu

30

Ile

Gly

Ala

Gly

Ile

110

Pro

Gly Gly
Arg Asp
Gln Val
Ile Leu
Asn Ala

160

Glu
175

Phe Phe
15

Thr Lys
Gln Asp
Leu Val
Val Gln
Gly Gly
95

Cys Pro

Asp Glu
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Tyr Val Glu Gln
130

Asn Ala Arg Ile
145 '

Asp Lys Glu Asn

Leu Cys Leu Glu
180

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

56
165
PRT

<220>
<223> FDi2

<400> 56

Met Glu Ile
1

Cys

Gly Thr Pro Asp

20

Vval Vval

35

Pro Leu

Met
50

Lys Thr Glu

Ile
65

Tyr Thr Ser

Phe Tyr Asp Val

Leu Ser Leu

100

Asp

Met Lys Lys Ile

115

val Leu

130

Asp Gly

val
Leu

Ala
165

Pro
Glu
Glu
Glu
Pro
Pﬁe
Thr
Gln

Leu

Ala

Lys
150

Leu

Sequéncia artificial

Ala

Tyr

Asn

Asp

Leu

70

Phe

Lys

Asp

val

Gln
135

Asn

Ser

Val
Vval
Ala
Lys
55

Cys
Ala
Val

Cys

Met

135

120

Tyr

Cys

Leu

Lys

Glu

Arg

.40

Glu
Val
val
Asn
Tyr

120

Thr

92

Lys Ala

Val Asp'

Leu Asp

Arg

Gln

25

Ile

Asn

Lys

Ala

Ala

105

val

Thr

170

Asp

Val

Leu

Ala

Met

Asn

90

Thr

Glu

Ile

Leu
Ala

155

Lys

Val
Ala
Lys
Leu
Ala
15

Gly
Glu

Asn

Ser

Pro
140

Lys

Ile

Asp

Gln

Asn

Ser

60

Glu

Asn

Pro

Gly

Ser
140

125

Val val Leu Glu

Met Thr Glu Glu
160

Tyr Thr Ser Pro
178 '

Leu Phe Leu.

Thr
15

Tyr Lys Ala Leu

30

Cys Val Ala

45

Asp

Leu Leu Asp Lys

Thr Ile

80

Cys Pro

Glu Leu Leu Leu

Glu Arg Thr Ala

110

Leu Ile

125

Ser Arg

Ser Lys Asp Cys
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Met Gly Glu Ala Val Gln Asn Thr Val Glu Asp Leu Lys Leu Asn Thr
145 150 155 160

Leu Gly Arg Leu Glu

165
<210> 57
<211> 180
<212> PRT

<213>  Sequéncia artificial

<220>
<223> FD1l2-15aa

<400> 57
Met Glu Ile Cys Pro Ala Val Lys Arg Asp Val Asp Leu Phe Leu Thr

1 5 ' 10 15

Gly Thr Pro Asp Glu Tyr Val Glu Gln Val Ala Gln Tyr Lys Ala Leu
20 25 30

Pro Val Val Leu Glu Asn Ala Arg Ile Leu Lys Asn Cys Val Asp Ala
- 35 40 - 45

Lys Met Thr Glu Glu Asp Lys Glu Asn Ala Leu Ser Leu Leu Asp Lys
50 55 60

Ile Tyr Thr Ser Pro Leu Cys Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly
65 70 .15 80

Ser Giy Gly Gly Gly Ser Val Lys Met Ala Glu Thr Cys Pro Ile Fhe
85 20 95

Tyr Asp Val Phe Phe Ala Val Ala Asn Gly Asn Glu Leu Leu Leu Asp
' 100 105 110

Leu Ser Leu Thr Lys Val Asn Ala Thr Glu Pro Glu Arg Thr Ala Met
115 120 125

Lys Lys Ile Gln Asp Cys Tyr Val Glu Asn Gly Leu Ile Ser Arg Val
130 . 135 ' 140 .

Leu Asp Gly Leu Val Met Thr Thr Ile Ser Ser Ser Lys Asp Cys Met
145 150 155 160

Gly Glu Ala Val Gln Asn Thr Val Glu Asp Leu Lys Leu Asn Thr Leu
165 170 ' 175
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Gly Arg Leu Glu
180

<210> 58
<211> 10
<212> PRT

<213>  Sequéncia artificial

<220>
<223> ligador gamma 1

<400> 58

Cys Gly Asp Lys Thr His Thr Ser Pro Pro
1 5 10

<210> 59
<211> 6
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220> .

<223> ligador glicina N-terminal
<400> 59

Gly Cys Gly Gly Gly Gly

1 5

<2105 60

<211> 6

<212> PRT

<213> gequéncia artificial
<220> .

<223> ligador glicina serina N-terminal -
<400> 60

Cys Gly Gly Gly Gly Ser

1 S

<210> 61

<211> 9

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> GCGSGGGGS ligador

<400> 61
_Gly Cys Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
1 5

<210> 62
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<211> 10

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> ligador 1 gamma C-terminal

<400> 62

Asp Lys Thr His Thr Ser Pro Pro Cys Gly
1 ] 10
<210> 63

<211> 18

<212> PRT

<213>  Sequéncia artificial |

<220>

<223> ligador 3 gamma C-terminal

<400> 63

Pro Lys Pro Ser Thr Pro Pro Gly Ser Ser Gly Gly Ala Pro Gly Gly -
1 5 10 - 15

Cys Gly

<210> 64

<211> 6

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> ligador glicina C-terminal
<400> 64

Gly Gly Gly Gly Cys Gly

1 5

<210> 65

<211> 6

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> ligador glicina serina C-terminal -
<400> 65

Ser Gly Gly Gly Gly Cys

1 5

<210> 66

<211> 10

<212> PRT
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<213>  Sequéncia artificial

<220>
<223> GSGGGGSGCG ligante

<400> 66

Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Cys Gly
1 ) 10
<210> 67

<211> 6

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> ligador glicina lisina

<400> 67

Gly Gly Lys Lys Gly Cys
1 5

<210> 68

<211> 6

<212> PRT

<213>  gequéncia artificial
<220>

<223>  ligador 2 glicina lisina

<400> 68

Cys Gly Lys Lys Gly Gly
1 S

'<210> 69

<211> 17
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220> .
<223> CGGPKPSTPPGSSGGAP

<400> 69

Cys Gly Gly Pro Lys Pro Ser Thr Pro Pro Gly Ser Ser Gly Gly Ala
1 5 10 15

Pro
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~ REIVINDICAGOES

1. Composi¢do compreendendo: |

(a) uma particula central com pelo menos um primeiro sitio de
fixacao, em que a referida particula central € uma particula semelhante a
virus (VLP) ou uma particula viral, S

(b) pelo menos um antigeno com pelo menos um segundo sitio
de fixacao, B
em que o referido pelo menos um antigeno é uma proteina Fel d1 ou um-
fragmento da Fel d1 e, em que (a) e (b) estdo covalentemente ligados por
meio do referido pelo menos um primeiro sitio de fixagdo e o referido pelo

menos um segundo sitio de fixacao.

2. Composi¢ao de acordo com a reivindicagdo 1, em que a refe-

rida proteina Fel d1 compreende cadeia 1 de Fel d1 e cadeia 2 de Fel di, -

~em que a referida cadeia 1 da Fel d1 esta associada a cadeia 2 da Fel d1

por pelo menos uma ligagdo covalente.

3. Composicédo de acordo com a reivindica¢éo 1e2 emaquea
referida proteina Fel d1 é uma proteina de fusdo compreendendo cadeia 1
de Feld1 e cédeia 2 de Fel d1, em que a referida cadeia 1 de Fel d1 e ca-
deia 2 de Fel d1 sdo fundidas diretamente ou por meio de uma Iigagéo pep-
tl’dica ou por meio de um espagador, que liga o N-terminal de uma cadeia ao
C-terminal da outra cadeia. |

4. Composigdo de acordo com a reivindicagdo 3, em que a refe-
rida cadeia 2 de Fel d1 esta fundida por seu C-terminal ao N-terminal da re-
ferida cadeia 1 de Fel d1, diretamente ou por meio de um espagador.

5. Composi¢ao de acordo com a reivindicagédo 3, em que a refe-
rida cadeia 1 de Fel d1 esta fundida por seu C-terminal ao N-terminal da re-
ferida cadeia 2 de Fel d1, diretamente ou por meio de um espagador.

6. Composi¢cdo de acordo com qualquer uma das reivindicagbes
3-5, em que o referido espagador é um espacgador de aminoacidos com 1-20
residuos de aminoacidos.

7. Composigédo de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

3-6, em que a referida proteina de fusdo compreende uma seqiiéncia de a-
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minodcidos selecionados do grupo constituido por:

(a) SEQ ID NO: 24,

(b) SEQ ID NO:54;

(c) SEQ ID NO:55;

(d) SEQ ID NO:56; e

(e) SEQ ID NO:57.

8. Composigdo de acordo com qualquer uma das reivindicagoes
3-6, em que a referida cadeia 1 de Fel d 1 compreende uma seqléncia da
SEQ ID NO: 22 ou uma sequéncia homéloga da mesma, em que a referida
sequéncia homologa possui uma identificagéo em relagdo a SEQ ID NO: 22
superior a 80%, preferencialmente superior a 90% ou ainda mais preferenci-
almente superior a 95%.

| 9. Composigao de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
3-6, em que a referida éadeia 2 de Fel d 1 compreende uma seqiéncia de
SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 25 ou SEQ ID NO: 26, ou uma sequéncia ho-
modloga da mesma, em que a referida seqiiéncia homéloga possui uma iden-
tificacdo em relagdo as SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 25 ou SEQ ID NO: 26
superior a 80%, preferencialmente superior a 90% e ainda mais preferenci-
almente superior a 95%.

10. Composigdo de acordo com qualquer uma das reivindicagoes |
precedentes, em que a referida particula central € uma particula viral, e em
que, preferencialmente, a referida particula viral € uma particula viral de um
RNA bacteriéfago. o

11. Composi¢ao de acordo com qualquer uma das reivindicagoes

'1-9, em que a referida particula central € uma particula semelhante a virus, e

em que, preferencialmente, a referida particula semelhante a virus é uma
particula semelhante a virus de um RNA bacteri6fago.

12. Composigéo de acordo com reivindicagdo 10 ou 11, em que o
referido RNA bacteriéfago é selecionado de QB, fr, GA ou AP205.

13. Composigéo de acordo com qualquer uma das reivindicagbes
precedentes em que o referido primeiro sitio de fixagdo compreende ou, pre-

ferencialmente é um grupo amina, preferencialmente um grupo amina de
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uma lisina. .

14. Composi¢ao de acordo com qualquer uma das reivindicagoes
precedentes, em que o referido segundo sitio de fixagdo compreende ou,
preferencialmente, é um grupo sulfidrila, preferencialmente um grupo sulfidri-
la de uma cisteina. N

15. Composi¢éo de acordo com qualgquer uma das reivindicacdes
precedentes compreendendo ainda um ligador. B

16. Composicdo de a_cofdo com reivindicagdo 15, em que o refe- -
rido ligador € fundido ao.C-terminal da referida proteina Fel d1 ou ao C- -
terminal do referido fragmento de Fel d1.

17. Vacina compreendendo a composi¢gdo como definida ém
qualquer uma das reivindicagées 1-16. '

18. Vacina de acordo com a reivindicagdo 17 ainda com.preen-'
dendo, pelo menos, um adjuvante.

‘ 19. Composigao farmacéutica compreendendo:

(a) a composigdo de acordo com qualquer uma das reivindica-
cOes 1-16; e | A '

(b) um veiculo farmacéutico aceitavel.

20. Processo de produgdo da composm;ao como defnmdo em
qualquer uma das reivindicagdes 1-16 compreendendo:

(a) o fornecimento de uma particula central com pelo menos um
primeiro sitio de fixagdo, em que a referida particula central é uma particula
semelhante ai virus (VLP) ou uma particula viral;

(b) o forneéimento de pelo menos um antigeno com pelo menos
um segundo sitio de fixagdo, em que o referido antigeno é uma protefna Fel
di ou um fragmento de Fel d1; e

(c) a ligacdo da referida particula central e do referido pelo me-
nos um antigeno, para produgao da referida composigdo, em que a referida
particula central e o referido pelo menos um antigeno estéo ligados por, pelo
menos, o referido primeiro e por, pelo menos, o referido segundo sitio de
fixacao.

21. Uso da composi¢do como definida em qualquer uma das rei-
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vindicagdes 1-16 para a produgdo de um medicamento para o tratamento de
alergia a gatos. '

22. Método de tratamento de alergia a gato compreendendo a
administragao da composagao de qualquer uma das reivindicagdes 1-16, ou
da vacina como definida em qualquer uma das reivindicagbes 17-18 para um
ser humano ou um mamifero ndo humano, em que preferencialmente o refe-
rido mamifero ndo humano é um cachorro ou um gato.

23. Composicdo de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢oes 1-16 ou da vacina de qualquer uma das reivindicagdes 17-18 para uso
em um método para tratamento de alergia a gato compreendendo a adminis- -
tragao da referida composi¢do ou da referida vacina para um ser humano ou
para um mamifero nao humand, em que preferencialmente o referido mami-
fero ndo humano é um cachorro ou um gato.

- 24, Protel’navde fusdo Fel d1 compreendendo cadeia 1 de Fel d1
e cadeia 2 de Fel d1, fundidas pof meio de um espagador de aminoécidos,

que liga o N-terminal de uma cadeia ao C-terminal da outra cadeia, em que o

referido espagador de aminoacidos é constituido por uma sequéncia de ami-

- noacidos com 10-30 residuos de aminoé&cidos, e em que a referida proteina

de fusdo ndo é uma proteina de fusio compreendendo cadeia 1 de SEQ ID
NO:22, fundida por (GGGGS)3 ao N-terminal da cadeia 2 de SEQ ID NO:23, |
25 ou 26 e em que a referida proteina de fuséo renunciada é expressa em
sistema de expressao de baculovirus.

25. Proteina de fusdo Fel d1 de acordo com a reivindicacao 24,
em que o referido espagador é constituido por uma seqiiéncia de aminoaci-
dos com 2, 3 ou 4 repeticdes de GGGGS.

26. Proteina de fusdo Fel d1 de acordo com a reivindicagdo 24
ou 25, em que a referida proteina de fusdo Fel d1 é produzida em E. coli.

27. Proteina de fusdo Fel d1 de acordo com qualquer uma das
reivindicagOes 24-26, em que a cadeia 2 da Fel d1 esta localizada no N-
terminal da protel’na de fusao.

28. Proteina de fusdo Fel d1 de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 24-26, em que a cadeia 1 da Fel d1 esta localizada no N-
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terminal da proteina de fusao.

29. Proteina de fusdo Fel d1 de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes 24-28 compreendendo uma sequéncia de aminoacidos sele- |
cionados do grupo composto por:

(a) SEQ ID NO:54;

(b) SEQ ID NO:55; e

(c) SEQ ID NO:57. - : N

30. Proteina de fusdo Fel df éompreendendo uma sequéncia de -
aminoéacidos da SEQ ID NO:57, em que a referida proteina de fusdo é pro-
duzida em E. coli. .
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RESUMO

Patente de Invengdo: "CONJUGADOS DE ALERGENOS DE GATO E U-
SOS DOS MESMOS". |
A presente invencéo refere-se aos campos de medicina, satde
publica, imunologia, biologia molecular e virologia. A invengao fornece com-
posigdes compreendendo uma particula semelhante a virus (VLP) ou uma
particula viral e, pelo menos, um antigeno, particularmente, pelo menos um
antigeno felino, e mais particularmente pelo menos um antigeno felino que é
um alérgeno humano. Em certas concretizagdes, o antigeno é um antigeno
da Fel d1, ou fragmento da mesma, ligado covalentemente a VLP. A inven-
¢éo fornece também processos para produgdo das composigdes. As compo-

_sicbes da invengdo induzem respostas imunoldgicas eficientes, particular-

mente respostas de anticorpos, em mamiferos, particularmente em seres
humanos. As composigoes e processos da invengao séo uteis na produgéo
de vacinas, particularmente para o'tratamento e/ou prevengao de alergias a
caspa de gato e a outros antigenos e alérgenos de gatos.
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Relatério Descritivo da Patente de Invengdo para "COMPOSICAO
COMPREENDENDO CONJUGADOS DE ALERGENOS DE GATO BEM CO-
MO VACINAS, COMPOSIGOES FARMACEUTICAS E MEDICAMENTOS
CONTENDO A MESMA, E PROCESSO PARA SUA PRODUGAO".

Antecedentes da Invencao

Campo da Invencéao

A presente invengao refere-se aos campos de medicina, sadde publi-
ca, imunologia, biologia molecular e virologia. A invengao fornece composicdes
compreendendo uma particula semelhante a virus (VLP) ou uma particula de virus
e, pelo menos, um antigeno, particulamente, pelo menos, um antigeno felino e,
mais particularmente, pelo menos um antigeno felino que é um alérgeno humano.
Em certas concretizagdes, o antigeno € um antigeno Fel d1, ou um fragmento do
mesmo, ligado covalentemente a VLP. A inveng¢do fornece também processos
para a produgdo das composi¢coes. As composigdes da invengéo induzem respos-
tas imunoldgicas eficientes, em particular, respostas de anticorpos, em mamiferos,
particularmente, humanos. As composi¢des e processos da invengdo sao liteis na
produc&o de vacinas, em particular para o tratamento e/ou prevengéo de alergias a
capas de gatos e a outros antigenos e alérgenos de gatos.

Técnica relacionada

O gato doméstico (Felis domesticus) € uma fonte importante de a-
lérgenos internos (Lau, S. et al. (2000) Lancet 356, 1392-1397). De fato, gatos
sdo encontrados em aproximadamente 25% das casas nos paises ocidentais e a
alergia a gatos € encontrada em grande parte da populagdo. A gravidade dos
sintomas varia de rinite leve e conjuntivite a asma exacerbada com risco de vida.

Embora os pacientes sejam ocasionalmente sensibilizados por
diversas moléculas diferentes presentes na caspa e pelos de gato, o princi-
pal alérgeno é o Fel d 1 (isto &, alérgeno 1 do Felis domesticus, antigo Cat 1,
isto &, alérgeno Cat 1). A importancia deste alérgeno foi realcada em inime-
ros estudos. De fato, mais de 80% dos pacientes alérgicos a gatos exibem
anticorpos IgE contra este potente alérgeno (van Ree, R. et al. (1999) J. Al-
lergy Clin Immunol 104, 1223-1230).

O Fel d1 é uma glicoproteina acida com 35-39 kDa contendo 10-
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REIVINDICACOES

1. Composigéo, caracterizada pelo fato de que compreende:

(a) uma particula central com pelo menos um primeiro sitio de fixa-
¢cdo, em que a referida particula central € uma particula semelhante a virus
(VLP) ou uma particula viral,

(b) pelo menos um antigeno com pelo menos um segundo sitio de
fixagdo, em que o referido pelo menos um antigeno é uma proteina Fel d1
ou um fragmento da Fel d1 e, em que preferencialmente o referido pelo me-
nos um antigeno € uma proteina Fel d1, em que a referida proteina Fel d1
compreende a cadeia 1 de Fel d1 e a cadeia 2 de Fel d1, e em que a referi-
da cadeia 1 de Fel d1 esta associada com a cadeia 2 de Fel d1 por pelo me-
nos uma ligacao covalente;

e em que (a) e (b) estdo covalentemente ligados por meio do
referido pelo menos um primeiro sitio de fixagao e o referido pelo menos um
segundo sitio de fixacao.

2. Composicao de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizada
pelo fato de que o referido pelo menos um antigeno é uma proteina Fel d1 e
em que a referida proteina Fel d1 € uma proteina de fusdo compreendendo
cadeia 1 de Fel d1 e cadeia 2 de Fel d1, em que a referida cadeia 1 de Fel
d1 e a cadeia 2 de Fel d1 sdo fundidas diretamente ou por meio de uma li-

gacao peptidica ou por meio de um espacador, em que o referido espagador

liga o N-terminal de uma cadeia ao C-terminal da outra cadeia.

3. Composigao de acordo cdm a reivindicagao 2, caracterizada
pelo fato de que a referida cadeia 2 de Fel d1 é fundida por seu C-terminal
ao N-terminal da referida cadeia 1 de Fel d1, diretamente ou por meio de um
espacgador.

4. Composic¢do de acordo com a reivindicagdo 2, caracterizada
pelo fato de que a referida cadeia 1 de Fel d1 é fundida por seu C-terminal
ao N-terminal da referida cadeia 2 de Fel d1, diretamente ou por meio de um
espacador.

5. Composicao de acordo com qualquer uma das reivindicagbes
2 a 4, caracterizada pelo fato de que a cadeia 1 de Fel d1 e a cadeia 2 de
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Fel d1 sdo fundidas através de um espagador, em que o referido espacador
liga o N-terminal de uma cadeia com o C-terminal de outra cadeia e em que
o referido espagador consiste em uma sequéncia de aminoacidos com 1 a
20 residuos de aminoacidos.

6. Composicdo de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
2 a 4, caracterizada pelo fato de que a cadeia 1 de Fel d1 e a cadeia 2 de
Fel d1 s&o fundidas através de um espagador, em que o referido espagador
liga o N-terminal de uma cadeia com o C-terminal de outra cadeia, e em que
o referido espagador consiste em uma sequéncia de aminoacido de 10 a 30
residuos de aminoacido, e em que preferencialmente o referido espacador
consiste em uma sequéncia de aminoacido de 15 residuos de aminoacido, e
em que o mais preferencialmente o referido espacador é (GGGGS)3.

7. Composi¢éo de acordo com qualquer uma das reivindicagées
2 a 6, caracterizada pelo fato de que a referida proteina de fusdo compreen-
de uma sequiéncia de aminoacidos selecionados do grupo constituido por:

(a) SEQ ID NO: 24,

(b) SEQ ID NO:54;

(c) SEQ ID NO:55:

(d) SEQ ID NO:56; e

(e) SEQ ID NO:57.

8. Composigéo de acordo com qualquer uma das reivindicacdes
2 a 6, caracterizada pelo fato de que o referido pelo menos um antigeno é
uma proteina Fel d1, e em que a referida proteina Fel d1 & selecionada do
grupo que consiste em:

(a) SEQ ID NO: 24;

(b) SEQ ID NO:54;

(c) SEQ ID NO:55;

(d) SEQ ID NO:56; e

(e) SEQ ID NO:57,

e em que preferencialmente a referida proteina Fel d1 é SEQ ID NO:

55.

9. Composigdo de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
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2 a 8, caracterizada pelo fato de que a referida cadeia 1 de Fel d 1 compre-
ende uma seqléncia da SEQ ID NO: 22 ou uma seqiiéncia homdloga da
mesma, em que a referida seqii€ncia homologa possui uma identificagao em
relacao a SEQ ID NO: 22 superior a 80%, preferencialmente superior a 90%
ou ainda mais preferencialmente superior a 95% e em que o mais preferen-
cialmente a cadeia 1 de Fel d1 consiste na sequéncia de aminoacido de
SEQ ID NO: 22.

10. Composicdo de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢coes 3 a 6, caracterizada pelo fato de que a referida cadeia 2 de Fel d1
compreende uma sequéncia de SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 25 ou SEQ ID
NO: 26, ou uma seqiéncia homoéloga da mesma, em que a referida seqiién-
cia homologa possui uma identificagdo em relagdo as SEQ ID NO: 23, SEQ
ID NO: 25 ou SEQ ID NO: 26 superior a 80%, preferencialmente superior a
90% e ainda mais preferencialmente superior a 95% e em que o mais prefe-
rencialmente a cadeia 2 de Fel d1 consiste na sequéncia de aminoacido de
SEQ ID NO: 23.

11. Composi¢do de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢bes 1 a 10, caracterizada pelo fato de que a referida particula central € uma
particula semelhante a virus, e em que, preferencialmente, a referida parti-
cula semelhante a virus € uma particula semelhante a virus de um RNA bac-
teri6fago.

12. Composigéo de acordo com a reivindicacdo 11, caracteriza-
da pelo fato de que o referido RNA bacteriéfago € selecionado de QB, fr, GA
ou AP205.

13. Composigéo de acordo com a reivindicagdo 11, caracteriza-
da pelo fato de que o referido RNA bacteriéfago é bacteriéfago Qp.

14. Composigao de acordo com a reivindicagao 11, caracteriza-
da pelo fato de que a referida particula semelhante a virus de um RNA bac-
teri6fago compreende a proteina de revestimento de SEQ ID NO: 1.

15. Composi¢do de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢bes 1 a 14, caracterizada pelo fato de que o referido primeiro sitio de fixa-

¢ao compreende ou, preferencialmente € um grupo amina, preferencialmen-
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te um grupo amina de uma lisina.

16. Composi¢éo de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢bes 1 a 15, caracterizada pelo fato de que o referido segundo sitio de fixa-
¢ao compreende ou, preferenciaimente, € um grupo sulfidrila, preferencial-
mente um grupo sulfidrila de uma cisteina.

17. Composicdo de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢bes 1 a 16, caracterizada pelo fato de que o referido primeiro sitio de fixa-
¢ao compreende um grupo amina, e em que o referido segundo sitio de fixa-
¢ado compreende um grupo sulfidrila; em que o referido grupo amina é um
grupo amina de uma lisina, e em que ainda preferivelmente o referido grupo
sulfidrila € um grupo sulfidrila de uma cisteina.

18. Composi¢do de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢bes 1 a 17 caracterizada pelo fato de que compreende ainda um ligador,
em que o referido ligador é fundido ao C-terminal da referida proteina Fel d1.

19. Composi¢ao de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢bes 1 a 18 caracterizada pelo fato de ser para uso como um medicamento.

20. Vacina, caracterizada pelo fato de que compreende a com-
posicao, como definida em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 18, em que
preferencialmente a referida vacina compreende ainda pelo menos um adju-
vante.

21. Composicao farmacéutica, caracterizada pelo fato de que
compreende:

(a) a composicao como definida em qualquer uma das reivindica-
coes 1a18;e
(b) um veiculo farmacéutico aceitavel.

22. Processo de produgdo da composicdo, como definida em
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 18, caracterizada pelo fato de que
compreende: (a) o fornecimento de uma partiéula central com pelo menos
um primeiro sitio de fixagdo, em que a referida particula central € uma parti-
cula semelhante a virus (VLP) ou uma particula viral,

(b) o fornecimento de pelo menos um antigeno com pelo menos um

segundo sitio de fixagdo, em que o referido antigeno & uma proteina Fel d1
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ou um fragmento de Fel d1; e em que preferencialmente a referida proteina
Fel d1 compreende a cadeia 1 de Fel d1 e a cadeia 2 de Fel d1, em que a
referida cadeia 1 de Fel d1 é associada com a cadeia 2 de Fel d1 por pelo
menos uma ligacao covalente; e

(c) a ligagao da referida particula central e do referido pelo menos um anti-
geno para producdo da referida composicdo, em que a referida particula
central e o referido pelo menos um antigeno estao ligados por, pelo menos,
o referido primeiro e por, pelo menos, o referido segundo sitio de fixacao.

23. Medicamento util no tratamento de alergia de gato, caracteri-
zado pelo fato de que contém a composi¢do, como definida em qualquer
uma das reivindicagbes 1 a 18. |

24. Medicamento de acordo com a reivindicagéo 23, caracteriza-
do pelo fato de que o referido tratamento compreende a administragéo da
referida composi¢ao, como definida em qualquer uma das reivindicagdes 1 a
18, a um mamifero humano ou ndo humano, em que preferencialmente o
referido mamifero nao humano é um cachorro ou um gato. |

25. Medicamento de acordo com a reivindicacéo 24, caracteriza-
do pelo fato de que a referida composicdo é administrada por injecao, infu-
séo, inalacao, administracao oral, intramuscularmente, intravenosamente,
transmucosamente, transdermicamente, intranasalmente ou subcutanea-

mente.
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RESUMO
Patente de Invengéo: "COMPOSICAO COMPREENDENDO CONJUGADOS
DE ALERGENOS DE GATO BEM COMO VACINAS, COMPOSICOES FAR-
MACEUTICAS E MEDICAMENTOS CONTENDO A MESMA, E PROCESSO
PARA SUA PRODUGAO".

A presente invengao refere-se aos campos de medicina, saude
publica, imunologia, biologia molecular e virologia. A invencao fornece com-
posigbes compreendendo uma particula semeihante a virus (VLP) ou uma
particula viral e, pelo menos, um antigeno, particularmente, pelo menos um
antigeno felino, e mais particularmente pelo menos um antigeno felino que é
um alérgeno humano. Em certas concretizagdes, o antigeno é um antigeno
da Fel d1, ou fragmento da mesma, ligado covalentemente a VLP. A inven-
¢ao fornece também processos para produgéo das composigdes. As compo-
sicoes da invengao induzem respostas imunologicas eficientes, particular-
mente respostas de anticorpos, em mamiferos, particularmente em seres
humanos. As composicOes e processos da invengdo sao uteis na producédo
de vacinas, particularmente para o tratamento e/ou prevencao de alergias a

caspa de gato e a outros antigenos e alérgenos de gatos.
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