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(567) Resumo: "SISTEMA E METODO DE FUMO ELETRICO". Um
sistema de fumo elétrico (21) compreendendo um cigarro (23) € um
acendedor elétrico (25), no qual o cigarro (23) compreende uma
superficie fosca de tabaco tubular (66) parcialmente cheia com
material de tabaco (80) de modo a definir uma porgdo de barra de
tabaco cheia (60) e uma porgcao de barra de tabaco vaga (90). O
cigarro (23) e o acendedor (25) s&o mutuamente dispostos de modo
que quando o cigarro (23) é recebido no acendedor (25), o elemento
do aquecedor elétrico (37) do acendedor (25) pelo menos parcialmente
sobrepde pelo menos uma porgao da porgao da barra de tabaco cheia
(60). O cigarro (23) e o acendedor (25) sdo também mutuamente
dispostos de modo que quando o cigarro (23) é recebido no acondedor
(25), a extremidade livre (15) do cigarro (23) fica fechada. O cigarro
(23) inclui uma zona de perfuragdes (12,14) em uma localizagdo ao
longo da porgao da barra de tabaco cheia (60), com o cigarro sendo
isento de perfuragbes ao longo da porgao da barra de tabaco vaga
(90).
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Relatério Descritivo da Patente de Invengdo para "FITASES,
ACIDOS NUCLEICOS QUE CODIFICAM AS MESMAS E PROCESSOS
PARA A PRODUGAO E PARA A UTILIZAGAO DAS MESMAS".
CAMPO DA INVENCAO

A presente invencao refere-se as fitases, aos polinucleotideos

que codificam as mesmas, aos usos dos polinucleotideos e aos polipepti-
deos da invengdo, assim como a produgdo e ao isolamento de tais polinu-
cleotideos e polipeptideos. Em particular, a invengao fornece polipeptideos
que possuem atividade de fitase sob condi¢gdes de alta temperatura e fitases
gue mantém a atividade apos a exposicédo a altas temperaturas. As fitases
da invengao podem ser termotolerantes e/ou termoestaveis a baixas tempe-
raturas, em adicao a temperaturas mais altas. As fitases da invengéao podem
ser utilizadas em matérias alimenticias para aumentar o valor alimenticio de
ingredientes ricos em fitato. As fitases da invencao podem ser formuladas na
forma de alimentos ou ragdes ou suplementos para qualquer um destes pa-
ra, por exemplo, ajudar na digestdo do fitato. Os alimentos ou os ragbes da
invencao podem estar na forma de péletes, liquidos, pds e similares. Em um
aspecto, as fitases da invengao sao estaveis contra a desnaturagao térmica
durante a peletizacao; e isto diminui o custo da producéo de fitase enquanto
a eficiéncia e a detecgcao da atividade in vivo sdo mantidas no produto ali-
menticio.

ANTECEDENTES

Os minerais sdo elementos essenciais para o crescimento de

todos os organismos. Os minerais dietéticos podem ser derivados de muitas
fontes de materiais, incluindo plantas. Por exemplo, as sementes de plantas
sao uma fonte rica de minerais uma vez que contém ijons que sdo comple-
xados com os grupos fosfato de moléculas de acido fitico. Estes minerais
associados ao fitato podem, em alguns casos, satisfazer as necessidades
dietéticas de algumas espécies de organismos de fazenda, tais como rumi-
nantes com varios estdémagos. Consequentemente, em alguns casos, 0s
ruminantes requerem menor suplementagao dietética com fosfato inorganico

e minerais porque os micro-organismos no rimen produzem enzimas que
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catalisam a conversao de fitato (mio-inositol-hexafosfato) em inositol e fosfa-
to inorganico. No processo, os minerais que foram complexados com o fitato
sao liberados. A maior parte das espécies de organismos de fazenda, entre-
tanto, é incapaz de utilizar eficientemente minerais associados ao fitato. As-
sim, por exemplo, na produgdo para gado de animais monogastricos (por
exemplo, porcos, aves e peixes), o produto alimenticio & comumente suple-
mentado com minerais e/ou com substancias antibiéticas que alteram o am-
biente da flora digestiva do organismo consumidor para aumentar as taxas
de crescimento.

Como tal, ha muitas dificuldades problematicas — relacionadas a
nutricdo, as etapas de processamento ex vivo, a saude e a medicina, a
conservacéo do ambiente e ao controle de recursos — que estdo associadas
com uma hidrélise insuficiente do fitato em muitas aplicagdes. A seguir estéo
exemplos nao-limitantes destes problemas:

1) A suplementacgao de dietas com minerais inorganicos tem um
custo caro.

2) A presenga de fitato nao-hidrolisado ¢é indesejavel e
problematica em muitas aplicagées ex vivo (por exemplo, por causar a
presenca de sedimentos indesejaveis).

3) A suplementagdo de dietas com antibidticos apresenta um
perigo medicinal a seres humanos e animais similares através do aumento
da abundancia de agentes patogénicos tolerantes a antibioticos.

4) A descarga de minerais fecais ndo-absorvidos no ambiente
atrapalha e danifica os ecossistemas dos solos circundantes, das aguas de
criacao de peixes e das aguas de superficie de forma geral.

5) As ofertas nutricionais valiosas de muitas matérias
alimenticias potenciais permanecem significativamente nao-aproveitadas e
dispersas.

Consequentemente, as matérias alimenticias que contém fitato
requerem suplementagdo com nutrientes exégenos e/ou com uma fonte de
atividade de fitase para corrigir suas ofertas nutricionais deficientes apés o

consumo por um numero muito grande de espécies de organismos.
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Consequentemente, ha uma necessidade de meios para conse-
guir a hidrolise eficiente e barata do fitato em varias aplicacées. Particular-
mente, ha uma necessidade de meios para otimizar a hidrélise do fitato em
aplicagbdes comerciais. Em um aspecto particular, ha uma necessidade de
otimizar métodos de tratamentos comerciais que aumentam as ofertas nutri-
cionais de matérias alimenticias que contém fitato para o consumo por seres
humanos e animais de fazenda.

SUMARIO DA INVENCAO

Esta invencao fornece polipeptideos que possuem atividade de

fitase, polinucleotideos que codificam os mesmos, usos dos polinucleotideos
e dos polipeptideos da invengédo e métodos para a produgdo e para o isola-
mento de tais polinucleotideos e polipeptideos. Em um aspecto, a invencéao
fornece polipeptideos que possuem atividade de fitase sob condi¢cdes de alta
temperatura e fitases que mantém atividade apds a exposi¢do a altas tempe-
raturas. As fitases da invengcao podem ser utilizadas em matérias alimenti-
cias para aumentar o valor alimenticio de ingredientes ricos em fitato. As
fitases da invencdo podem ser formuladas na forma de alimentos ou de ra-
¢bes ou de suplementos para qualquer um destes para, por exemplo, auxiliar
na digestao do fitato. Os alimentos ou os ragcdes da invengao podem estar
na forma de péletes, comprimidos, pilulas, liquidos, pés, sprays e similares.
Em um aspecto, as fitases da invengao sao estaveis contra a desnaturacao
térmica durante a peletizagao; e isto diminui o custo do produto de fitase en-
quanto que a eficiéncia e a detecgao da atividade in vivo sdo mantidas no
produto alimenticio.
SUMARIO:

A invengédo fornece acidos nucleicos isolados, sintéticos ou re-
combinantes que compreendem

(a) (i) uma sequéncia de acido nucleico que possui pelo menos
95%, 96% 97%, 98% ou 99% de identidade de sequéncia com a SEQ ID
NO: 1 e que compreende pelo menos uma, duas, trés, quatro, cinco, seis,
sete, oito, nove, dez, onze, doze, treze ou todas as quatorze modificagbes

de sequéncias de pares de bases de nucleotideos na SEQ ID NO: 1, sele-
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cionadas do grupo que consiste em: os nucleotideos nas posi¢coes 139 até
141 sao TTT ou TTC; os nucleotideos nas posigbes 289 até 291 sao GTT,
GTC, GTA ou GTG; os nucleotideos nas posi¢oes 289 até 291 sdo GAA ou
GAG; os nucleotideos nas posi¢cdes 406 até 408 sao CAT ou CAC; os nucle-
otideos nas posi¢cdes 475 até 477 sao GTT, GTC, GTA ou GTG; os nucleoti-
deos nas posicdes 475 até 477 sao GAA ou GAG; os nucleotideos nas posi-
cOes 487 até 489 sao CGT, CGC, CGA, CGG, AGA or AGG,; os nucleotideos
nas posigcoes 490 até 492 sdo CGT, CGC, CGA, CGG, AGA ou AGG,; os nu-
cleotideos nas posi¢cées 502 até 504 sao CGT, CGC, CGA, CGG, AGA ou
AGG; os nucleotideos nas posigées 535 até 537 sdao CGT, CGC, CGA,
CGG, AGA ou AGG,; os nucleotideos nas posigcoes 676 até 678 sdo GAT ou
GAC; os nucleotideos nas posigdes 697 até 699 sdo TGG; os nucleotideos
nas posicoes 823 até 825 sao GTT, GTC, GTA ou GTG; os nucleotideos nas
posicbes 865 até 867 sdao GCT, GCC, GCA ou GCG; os nucleotideos nas
posicoes 1045 até 1047 sao TAT ou TAC; e os nucleotideos nas posigoes
1087 até 1089 sao CCA, CCC, CCG ou CCT; ou,

(i) uma sequéncia de acido nucleico que possui pelo menos
95%, 96% 97%, 98% ou 99% de identidade de sequéncia com a SEQ ID
NO: 1 e que compreende pelo menos uma, duas, trés, quatro, cinco, seis,
sete, oito, nove, dez, onze, doze, treze ou todas as quatorze modificagdes
de sequéncias de pares de bases de nucleotideos na SEQ ID NO: 1, sele-
cionadas do grupo que consiste em: os nucleotideos no equivalente das po-
sicbes 139 até 141 sdo TTT ou TTC; os nucleotideos no equivalente das
posicdes 289 até 291 sdao GTT, GTC, GTA ou GTG; os nucleotideos no e-
quivalente das posi¢cdes 289 até 291 sdo GAA ou GAG,; os nucleotideos no
equivalente das posicdes 406 até 408 sao CAT ou CAC; os nucleotideos no
equivalente das posicoes 475 até 477 sao GTT, GTC, GTA ou GTG; os nu-
cleotideos no equivalente das posicdes 475 até 477 sdao GAA ou GAG; os
nucleotideos no equivalente das posicdes 487 até 489 sao CGT, CGC, CGA,
CGG, AGA ou AGG; os nucleotideos no equivalente das posigées 490 até
492 sao CGT, CGC, CGA, CGG, AGA ou AGG; os nucleotideos no equiva-
lente das posigdes 502 até 504 sao CGT, CGC, CGA, CGG, AGA ou AGG;
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os nucleotideos no equivalente das posicdes 535 até 537 sdao CGT, CGC,
CGA, CGG, AGA ou AGG,; os nucleotideos no equivalente das posicdes 676
até 678 sao GAT ou GAC; os nucleotideos no equivalente das posicdes 697
até 699 sado TGG; os nucleotideos no equivalente das posigdes 823 até 825
sao GTT, GTC, GTA ou GTG,; os nucleotideos no equivalente das posigoes
865 até 867 sao GCT, GCC, GCA ou GCG; os nucleotideos no equivalente
das posicdes 1045 até 1047 sao TAT ou TAC; e os nucleotideos no equiva-
lente das posi¢cées 1087 até 1089 sdo CCA, CCC, CCG ou CCT; ou

(iii) um polinucleotideo que codifica um polipeptideo que possui
uma sequéncia que compreende pelo menos uma, duas, trés, quatro, cinco,
seis, sete, oito, nove, dez, onze, doze, treze ou todas as quatorze das modi-
ficacoes de residuos de aminoacidos na SEQ ID NO: 2, selecionadas do
grupo que consiste em: o aminoacido alanina na posicdo de aminoacido 47
da SEQ ID NO: 2 € alterado para uma fenilalanina; o aminoacido cisteina na
posicao de aminoacido 97 da SEQ ID NO: 2 é alterado para uma valina; o
aminoacido cisteina na posi¢do de aminoacido 97 da SEQ ID NO: 2 é altera-
do para um acido glutamico; o aminoacido no equivalente da treonina na
posicdo de aminoacido 136 da SEQ ID NO: 2 ¢ alterado para uma histidina;
o0 aminoacido asparagina na posicdo de aminoacido 159 da SEQ ID NO: 2 é
alterado para uma valina; o aminoacido asparagina na posi¢cdo de aminoaci-
do 159 da SEQ ID NO: 2 é alterado para um acido glutamico; o aminoacido
no equivalente da treonina na posigao de aminoacido 163 da SEQ ID NO: 2
é alterado para uma arginina; o aminoacido acido aspartico na posi¢cao de
aminoacido 164 da SEQ ID NO: 2 é alterado para uma arginina; o aminoaci-
do acido glutdmico na posicdo de aminoacido 168 da SEQ ID NO: 2 ¢é aite-
rado para uma arginina; o aminoacido glicina na posi¢cdo de aminoacido 179
da SEQ ID NO: 2 é alterado para uma arginina; o aminoacido cisteina na
posicao de aminoacido 226 da SEQ ID NO: 2 é alterado para um acido as-
partico; o aminoacido valina na posigdo de aminoacido 233 da SEQ ID NO: 2
é alterado para um triptofano; o aminoacido glutamina na posigéo de amino-
acido 275 da SEQ ID NO: 2 é alterado para uma valina; o aminoacido argini-

na na posi¢do de aminoacido 289 da SEQ ID NO: 2 é alterado para uma a-
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lanina; o aminoacido treonina na posi¢gdo de aminoacido 349 da SEQ ID NO:
2 e alterado para uma tirosina; e o0 aminoacido leucina na posigdo de amino-
acido 363 da SEQ ID NO: 2 ¢ alterado para uma prolina; ou,

(iv) um polinucleotideo que codifica um polipeptideo que possui
uma sequéncia que compreende pelo menos uma, duas, trés, quatro, cinco,
seis, sete, oito, nove, dez, onze, doze, treze ou todas as quatorze das modi-
ficacbes de residuos de aminoacidos na SEQ ID NO: 2, selecionadas do
grupo que consiste em: o aminoacido no equivalente da alanina na posi¢cao
de aminoacido 47 da SEQ ID NO: 2 é alterado para uma fenilalanina; o ami-
noacido no equivalente da cisteina na posicao de aminoacido 97 da SEQ ID
NQO: 2 é alterado para uma valina; o aminoacido no equivalente da cisteina
na posi¢ao de aminoacido 97 da SEQ ID NO: 2 é alterado para um acido
glutamico; o aminoacido no equivalente da treonina na posi¢cao de aminoaci-
do 136 da SEQ ID NO: 2 é alterado para uma histidina; o aminoacido no e-
quivalente da asparagina na posicao de aminoacido 159 da SEQ ID NO: 2 é
alterado para uma valina; o aminoacido no equivalente da asparagina na
posicao de aminoacido 159 da SEQ ID NO: 2 é alterado para um acido glu-
tamico; o aminoacido no equivalente da treonina na posicao de aminoacido
163 da SEQ ID NO: 2 ¢é alterado para uma arginina; o aminoacido no equiva-
lente do acido aspartico na posicdo de aminoacido 164 da SEQ ID NO: 2 é
alterado para uma arginina; o aminoacido no equivalente do acido glutamico
na posicdo de aminoacido 168 da SEQ ID NO: 2 é alterado para uma argini-
na; o aminoacido no equivalente da glicina na posigao de aminoacido 179 da
SEQ ID NO: 2 é alterado para uma arginina; o aminoacido no equivalente da
cisteina na posicdo de aminoacido 226 da SEQ ID NO: 2 é alterado para um
acido aspartico; o aminoacido no equivalente da valina na posigédo de ami-
noacido 233 da SEQ ID NO: 2 é alterado para um triptofano; o aminoacido
no equivalente da glutamina na posi¢éo de aminoacido 275 da SEQ ID NO:
2 é alterado para uma valina; o aminoacido no equivalente da arginina na
posicdo de aminoacido 289 da SEQ ID NO: 2 é alterado para uma alanina; o
aminoacido no equivalente da treonina na posi¢cao de aminoacido 349 da

SEQ ID NO: 2 é alterado para uma tirosina; e o aminoacido no equivalente
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da leucina na posigédo de aminoacido 363 da SEQ ID NO: 2 é alterado para
uma prolina, em que os acidos nucleicos codificam pelo menos um polipep-
tideo que possui uma atividade de fitase e opcionalmente as identidades de
sequéncia sao determinadas através da analise com um algoritmo de com-
paracéo de sequéncias ou através de uma inspecéao visual;, ou, (b) sequén-
cias totalmente complementares da mesma. Todos estes acidos nucleicos
sao "acidos nucleicos da invengao"”, que codificam "polipeptideos da inven-
cao".

Em um aspecto, o algoristmo de comparacao de sequéncias é
um algoritmo BLAST versao 2.2.2 no qual o ajuste de filtro é feito em blastall
-p blastp -d "nr pataa" -F F e outras opg¢des sao ajustadas como valores pre-
definidos.

Em um aspecto, a atividade de fitase compreende: a catalise de
fitato (mio-inositol-hexafosfato) em inositol e fosfato inorganico; ou, a hidroli-
se de fitato (mio-inositol-hexafosfato). Em um aspecto, a atividade de fitase é
termotolerante e opcionalmente o polipeptideo mantém a atividade de fitase
apos a exposicao a uma temperatura na faixa entre aproximadamente 40°C
até aproximadamente 70°C ou entre aproximadamente 37°C até aproxima-
damente 100°C ou maior que 37°C até aproximadamente 50°C, 55°C, 60°C,
65°C, 70°C, 75°C, 80°C, 85°C, 90°C, 95°C, 100°C ou superior. Em um as-
pecto, a atividade de fitase € termoestavel e opcionalmente o polipeptideo
mantém a atividade de fitase a uma temperatura na faixa entre aproximada-
mente 40°C até aproximadamente 70°C ou entre aproximadamente 37°C até
aproximadamente 100°C ou maior que 37°C até aproximadamente 50°C,
55°C, 60°C, 65°C, 70°C, 75°C, 80°C, 85°C, 90°C, 95°C, 100°C ou superior.

A invencao fornece cassetes de expressao, vetores, veiculos de
clonagem, vetores de expresséo, vetores de clonagem que compreendem
um acido nucleico da invengdo ou que possuem contido nos mesmos um
acido nucleico da invencao (que inclui acidos nucleicos que codificam os
polipeptideos da invengéo), em que opcionalmente o veiculo de clonagem
compreende ou € um vetor viral, um plasmideo, um fago, um fagemideo, um

cosmideo, um fosmideo, um bacteriéfago ou um cromossomo artificial e,
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opcionalmente, o vetor viral compreende um vetor de adenovirus, vetores
retrovirais ou um vetor viral associado a adeno e, opcionalmente, o cassete
de expressao, o vetor, o veiculo de clonagem, o vetor de expressio, o vetor
de clonagem compreende ou esta contido em um cromossomo artificial de
bactéria (BAC), um plasmideo, um vetor derivado do bacteriéfago P1 (PAC),
um cromossomo artificial de levedura (YAC), um cromossomo artificial de
mamifero (MAC).

A invencgéo fornece células transformadas, células que sofreram
transdugao, células hospedeiras e similares que compreendem um acido
nucleico da invengao ou que possuem contido nas mesmas um acido nuclei-
co da invencgédo (que inclui acidos nucleicos que codificam os polipeptideos
da invencgao) ou cassete de expressado, o vetor, o veiculo de clonagem, o
vetor de expressao, o vetor de clonagem da invengao, em que opcionalmen-
te a célula € uma célula bacteriana, uma célula de mamifero, uma célula de
fungo, uma célula de levedura, uma célula de inseto ou uma célula vegetal.

A invengcao fornece animais nao-humanos transgénicos que
compreendem um acido nucleico da invengédo ou que possuem contido nos
mesmos um acido nucleico da invengao (que inclui acidos nucleicos que co-
dificam os polipeptideos da invencao) ou o cassete de expressao, o vetor, o
veiculo de clonagem, o vetor de expresséo, o vetor de clonagem da inven-
cao, em que opcionalmente o animal € um camundongo, um rato, uma ca-
bra, um coelho, uma ovelha, um porco ou uma vaca.

A invencao fornece plantas transgénicas (incluindo partes de
plantas, por exemplo, processadas ou colhidas, por exemplo, folhas, caules,
raizes ou frutos) ou sementes que compreendem um acido nucleico da in-
vencao ou que possuem contido nas mesmas um acido nucleico da inven-
cao (que inclui acidos nucleicos que codificam os polipeptideos da invengao)
ou o cassete de expressio, o vetor, o veiculo de clonagem, o vetor de ex-
pressdo, o vetor de clonagem da invengao, em que opcionalmente a planta
uma planta de milho, uma planta de batata, uma planta de tomate, uma plan-
ta de trigo, uma planta de semente oleosa, uma planta de semente de colza,

uma planta de soja ou uma planta de tabaco e opcionalmente a semente &
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uma semente de milho, um gréo de trigo, uma semente oleosa, uma semen-
te de colza, uma semente de soja, uma semente de palma, uma semente de
girassol, uma semente de gergelim, um amendoim ou uma semente de plan-
ta de tabaco. Em modalidades alternativas, a planta ou uma semente produ-
zida partindo de uma semente ou de uma planta da invenc&o ou uma planta
ou uma semente da invengao, pode incluir plantas de cultivo, por exemplo,
milho, alfalfa, girassol, Brassica, soja, cana de aglcar, algodao, acgafroa,
amendoim, sorgo, trigo, aveia, centeio, paingo, cevada, arroz, coniferas,
plantas de cultivo leguminosas, por exemplo, ervilha, feijao e soja, tubércu-
lo/raizes que contém amido, por exemplo, batata, batata doce, mandioca,
inhame branco, bananeirinha e beterraba e similares ou a planta pode ser
uma planta de milho, uma planta de batata, uma planta de tomate, uma plan-
ta de trigo, uma planta de semente oleosa, uma planta de semente de colza,
uma planta de soja ou uma planta de tabaco ou uma forragem e/ou uma
planta de alimentacdo para um animal ou para um animal ruminante ou a
planta pode ser ou compreende a forragem ou a planta de alimentagao é
feno, milho, paingo, soja, trigo, trigo mouro, cevada, alfalfa, centeio, uma
graminea anual, sorgo, sorgo bicolor, grama da estepe ou capim bufalo; ou,
a semente € uma semente de milho, um grao de trigo, uma semente oleosa,
uma semente de colza, uma semente de soja, uma semente de palma, uma
semente de girassol, uma semente de gergelim, um amendoim ou uma se-
mente de amendoim, uma semente de alfalfa, uma semente de algodéao,
uma semente de agafroa, uma semente de sorgo, um grdo de aveia, uma
semente de centeio, uma semente de paingo, uma semente de cevada, um
grao de arroz, uma semente de ervilha ou uma semente de planta de tabaco
ou a planta & milho, alfalfa, girassol, Brassica, soja, cana de agucar, algodao,
agafroa, amendoim, sorgo, trigo, aveia, centeio, paingo, cevada, arroz, coni-
feras, ervilha, feijao, soja, batata, batata doce, mandioca, inhame branco,
bananeirinha ou beterraba.

A invencao fornece oligonucleotideos antissenso que compreen-
dem um acido nucleico da invencao e pelo menos uma, duas, trés, quatro,

cinco, seis, sete, oito, nove, dez, onze, doze, treze ou todas as quatorze mo-
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dificagcbes de sequéncias de pares de bases de nucleotideos na SEQ ID NO:
1, em que opcionalmente o oligonucleotideo antissenso tem entre aproxima-
damente 10 até 50, aproximadamente 20 até 60, aproximadamente 30 até
70, aproximadamente 40 até 80, aproximadamente 60 até 100 ou aproxima-
damente 50 até 150 bases de comprimento. A invengao fornece ainda ribo-
zimas e/ou iRNA (por exemplo, siRNA ou miRNA) que compreende sequén-
cias antissenso da invencgao.

A invencao fornece métodos de inibigdo da tradugcdo de uma
mensagem de fitase em uma célula que compreende a administragdo a célu-
la ou a expressao na célula de um oligonucleotideo antissenso da invencéo.

A invencéao fornece polipeptideos isolados, sintéticos ou recom-
binantes que compreendem

(a) (i) uma sequéncia de aminoacidos que possui pelo menos
95%, 96% 97%, 98% ou 99% de identidade de sequéncia com a SEQ ID
NO: 2 e codificada por um polinucleotideo que compreende pelo menos u-
ma, duas, trés, quatro, cinco, seis, sete, oito, nove, dez, onze, doze, treze ou
todas as quatorze modificagdes de sequéncias de pares de bases de nucleo-
tideos na SEQ ID NO: 1, selecionadas do grupo que consiste em: os nucleo-
tideos nas posicoes 139 até 141 sdo TTT ou TTC; os nucleotideos nas posi-
¢cbes 289 até 291 sao GTT, GTC, GTA ou GTG; os nucleotideos nas posi-
¢cOes 289 até 291 sdo GAA ou GAG; os nucleotideos nas posicoes 406 até
408 sao CAT ou CAC,; os nucleotideos nas posi¢cdes 475 até 477 sao GTT,
GTC, GTA ou GTG; os nucleotideos nas posi¢coes 475 até 477 sao GAA ou
GAG; os nucleotideos nas posices 487 até 489 sao CGT, CGC, CGA,
CGG, AGA ou AGG; os nucleotideos nas posi¢coes 490 até 492 sao CGT,
CGC, CGA, CGG, AGA ou AGG; os nucleotideos nas posi¢cdes 502 até 504
sao CGT, CGC, CGA, CGG, AGA ou AGG; os nucleotideos nas posigdes
535 até 537 sao CGT, CGC, CGA, CGG, AGA ou AGG; os nucleotideos nas
posicoes 676 até 678 sao GAT ou GAC; os nucleotideos nas posi¢cbes 697
até 699 sdo TGG; os nucleotideos nas posi¢gdes 823 até 825 sdao GTT, GTC,
GTA ou GTG; os nucleotideos nas posigbes 865 até 867 sdo GCT, GCC,
GCA ou GCG; os nucleotideos nas posicoes 1045 até 1047 sdo TAT ou
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TAC; e os nucleotideos nas posigcdes 1087 até 1089 sao CCA, CCC, CCG
ou CCT,; ou,

(ii) uma sequéncia de aminoacidos que possui pelo menos 95%,
96% 97%, 98% ou 99% de identidade de sequéncia com a SEQ ID NO: 2 e
codificada por um polinucleotideo que compreende pelo menos uma, duas,
trés, quatro, cinco, seis, sete, oito, nove, dez, onze, doze, treze ou todas as
quatorze modificagbes de sequéncias de pares de bases de nucleotideos na
SEQ ID NO: 1, selecionadas do grupo que consiste em: os nucleotideos no
equivalente das posicoes 139 até 141 sdo TTT ou TTC; os nucleotideos no
equivalente das posicoes 289 até 291 sao GTT, GTC, GTA ou GTG; os nu-
cleotideos no equivalente das posigcoes 289 até 291 sdo GAA ou GAG,; os
nucleotideos no equivalente das posigdes 406 até 408 sao CAT ou CAC; os
nucleotideos no equivalente das posicoes 475 até 477 sao GTT, GTC, GTA
ou GTG; os nucleotideos no equivalente das posi¢oes 475 até 477 sdo GAA
ou GAG,; os nucleotideos no equivalente das posi¢cdes 487 até 489 sdo CGT,
CGC, CGA, CGG, AGA ou AGG; os nucleotideos no equivalente das posi-
coes 490 até 492 sao CGT, CGC, CGA, CGG, AGA ou AGG; os nucleoti-
deos no equivalente das posigées 502 até 504 sdo CGT, CGC, CGA, CGG,
AGA ou AGG; os nucleotideos no equivalente das posicées 5635 até 537 s&o
CGT, CGC, CGA, CGG, AGA ou AGG; os nucleotideos no equivalente das
posicoes 676 até 678 sdo GAT ou GAC; os nucleotideos no equivalente das
posicdes 697 até 699 sdo TGG; os nucleotideos no equivalente das posi-
coes 823 até 825 sao GTT, GTC, GTA ou GTG; os nucleotideos no equiva-
lente das posicdes 865 até 867 sao GCT, GCC, GCA ou GCG,; os nucleoti-
deos no equivalente das posigbes 1045 até 1047 sao TAT ou TAC; e os nu-
cleotideos no equivalente das posi¢des 1087 até 1089 sdo CCA, CCC, CCG
ou CCT; ou

(iii) uma sequéncia de aminoacidos que compreende pelo menos
uma, duas, trés, quatro, cinco, seis, sete, oito, nove, dez, onze, doze, treze
ou todas as quatorze modificacdes de residuos de aminoacidos na SEQ ID
NO: 2, selecionadas do grupo que consiste em: 0 aminoacido alanina na po-

sicao de aminoacido 47 da SEQ ID NO: 2 ¢ alterado para uma fenilalanina; o
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aminoacido cisteina na posicdo de aminoacido 97 da SEQ ID NO: 2 ¢ altera-
do para uma valina; o aminoacido cisteina na posi¢do de aminoacido 97 da
SEQ ID NO: 2 é alterado para um acido glutamico; o aminoacido no equiva-
lente da treonina na posi¢do de aminoacido 136 da SEQ ID NO: 2 é alterado
para uma histidina; o aminoacido asparagina na posi¢cdo de aminoacido 159
da SEQ ID NO: 2 é alterado para uma valina; o aminoacido asparagina na
posicao de aminoacido 159 da SEQ ID NO: 2 é alterado para um acido glu-
tamico; o aminoacido no equivalente da treonina na posi¢do de aminoacido
163 da SEQ ID NO: 2 é alterado para uma arginina; o aminoacido acido as-
partico na posigao de aminoacido 164 da SEQ ID NO: 2 é alterado para uma
arginina; o aminoacido acido glutamico na posicdo de aminoacido 168 da
SEQ ID NO: 2 ¢é alterado para uma arginina; o aminoacido glicina na posi¢éao
de aminoacido 179 da SEQ ID NO: 2 é alterado para uma arginina; o amino-
acido cisteina na posicao de aminoacido 226 da SEQ ID NO: 2 é alterado
para um acido aspartico; o aminoacido valina na posi¢cado de aminoacido 233
da SEQ ID NO: 2 ¢ alterado para um triptofano; o aminoacido glutamina na
posi¢cao de aminoacido 275 da SEQ ID NO: 2 ¢ alterado para uma valina; o
aminoacido arginina na posi¢ao de aminoacido 289 da SEQ ID NO: 2 é alte-
rado para uma alanina; o aminoacido treonina na posi¢ao de aminoacido 349
da SEQ ID NO: 2 ¢ alterado para uma tirosina; e o0 aminodacido leucina na
posicao de aminoacido 363 da SEQ ID NO: 2 é alterado para uma prolina;
ou

(iv) uma sequéncia de aminoacidos que compreende pelo me-
nos uma, duas, trés, quatro, cinco, seis, sete, oito, nove, dez, onze, doze,
treze ou todas as quatorze modificagdes de residuos de aminoacidos na
SEQ ID NO: 2, selecionadas do grupo que consiste em: o aminoacido no
equivalente da alanina na posicdo de aminoacido 47 da SEQ ID NO: 2 ¢ al-
terado para uma fenilalanina; o aminoacido no equivalente da cisteina na
posicdo de aminoacido 97 da SEQ ID NO: 2 é alterado para uma valina; o
aminoacido no equivalente da cisteina na posigdo de aminoacido 97 da SEQ
ID NO: 2 é alterado para um acido glutdmico; o aminoacido no equivalente

da treonina na posicdo de aminoacido 136 da SEQ ID NO: 2 é alterado para
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uma histidina; o aminoacido no equivalente da asparagina na posicéo de
aminoacido 159 da SEQ ID NO: 2 é alterado para uma valina; o aminoacido
no equivalente da asparagina na posicao de aminoacido 159 da SEQ ID NO:
2 e alterado para um acido glutdmico; o aminoacido no equivalente da treo-
nina na posigédo de aminoacido 163 da SEQ ID NO: 2 é alterado para uma
arginina; o aminoacido no equivalente do acido aspartico na posicao de ami-
noacido 164 da SEQ ID NO: 2 é alterado para uma arginina; o aminoacido
no equivalente do acido glutamico na posicao de aminoacido 168 da SEQ ID
NO: 2 é alterado para uma arginina; o aminoacido no equivalente da glicina
na posicao de aminoacido 179 da SEQ ID NO: 2 ¢é alterado para uma argini-
na; o aminoacido no equivalente da cisteina na posigcdo de aminoacido 226
da SEQ ID NO: 2 é alterado para um acido aspartico; o aminoacido no equi-
valente da valina na posi¢cdo de aminoacido 233 da SEQ ID NO: 2 é alterado
para um triptofano; o aminoacido no equivalente da glutamina na posi¢ao de
aminoacido 275 da SEQ ID NO: 2 é alterado para uma valina; o aminoacido
no equivalente da arginina na posigao de aminoacido 289 da SEQ ID NO: 2
€ alterado para uma alanina; o aminoacido no equivalente da treonina na
posi¢ao de aminoacido 349 da SEQ ID NO: 2 é alterado para uma tirosina; e
o0 aminoacido no equivalente da leucina na posicdo de aminoacido 363 da
SEQ ID NO: 2 ¢é alterado para uma prolina,

em que os acidos nucleicos codificam pelo menos um polipepti-
deo que possui uma atividade de fitase e opcionalmente as identidades de
sequéncia sao determinadas através da analise com um algoritmo de com-
paracao de sequéncias ou através de uma inspec¢ao visual,

e o polipeptideo possui uma atividade de fitase e opcionalmente
a atividade de fitase compreende: a catalise de fitato (mio-inositol-
hexafosfato) em inositol e fosfato inorganico; ou, a hidrélise de fitato (mio-
inositol-hexafosfato).

A invencao fornece polipeptideos da invengdo que possuem ati-
vidade de fitase cuja atividade é termotolerante e opcionalmente o polipepti-
deo mantém uma atividade de fitase apds a exposi¢cdo a uma temperatura

na faixa de aproximadamente -100°C até aproximadamente -80°C, aproxi-
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madamente -80°C até aproximadamente -40°C, aproximadamente -40°C até
aproximadamente -20°C, aproximadamente -20°C até aproximadamente
0°C, aproximadamente 0°C até aproximadamente 5°C, aproximadamente
5°C até aproximadamente 15°C, aproximadamente 15°C até aproximada-
mente 25°C, aproximadamente 25°C até aproximadamente 37°C, aproxima-
damente 37°C até aproximadamente 45°C, aproximadamente 45°C até a-
proximadamente 55°C, aproximadamente 55°C até aproximadamente 70°C,
aproximadamente 70°C até aproximadamente 75°C, aproximadamente 75°C
até aproximadamente 85°C, aproximadamente 85°C até aproximadamente
90°C, aproximadamente 90°C até aproximadamente 95°C, aproximadamen-
te 95°C até aproximadamente 100°C, aproximadamente 100°C até aproxi-
madamente 105°C, aproximadamente 105°C até aproximadamente 110°C,
aproximadamente 110°C até aproximadamente 120°C ou 95°C, 96°C, 97°C,
98°C, 99°C, 100°C, 101°C, 102°C, 103°C, 104°C, 105°C, 106°C, 107°C,
108°C, 109°C, 110°C, 111°C, 112°C, 113°C, 114°C, 115°C ou maior. Os po-
lipeptideos termotolerantes de acordo com a invengdo podem manter a ativi-
dade, por exemplo, uma atividade de fitase, apds a exposicdao a uma tempe-
ratura na faixa de aproximadamente -100°C até aproximadamente -80°C,
aproximadamente -80°C até aproximadamente -40°C, aproximadamente -
40°C até aproximadamente -20°C, aproximadamente -20°C até aproxima-
damente 0°C, aproximadamente 0°C até aproximadamente 5°C, aproxima-
damente 5°C até aproximadamente 15°C, aproximadamente 15°C até apro-
ximadamente 25°C, aproximadamente 25°C até aproximadamente 37°C, a-
proximadamente 37°C até aproximadamente 45°C, aproximadamente 45°C
até aproximadamente 55°C, aproximadamente 55°C até aproximadamente
70°C, aproximadamente 70°C até aproximadamente 75°C, aproximadamen-
te 75°C até aproximadamente 85°C, aproximadamente 85°C até aproxima-
damente 90°C, aproximadamente 90°C até aproximadamente 95°C, aproxi-
madamente 95°C até aproximadamente 100°C, aproximadamente 100°C até
aproximadamente 105°C, aproximadamente 105°C até aproximadamente
110°C, aproximadamente 110°C até aproximadamente 120°C ou 95°C,
96°C, 97°C, 98°C, 99°C, 100°C, 101°C, 102°C, 103°C, 104°C, 105°C, 106°C,
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107°C, 108°C, 109°C, 110°C, 111°C, 112°C, 113°C, 114°C, 115°C ou maior.
Em algumas modalidades, os polipeptideos termotolerantes de acordo com
a invengdo mantém a atividade, por exemplo, uma atividade de fitase, apos
a exposicdo a uma temperatura nas faixas descritas anteriormente, em a-
proximadamente pH 3,0, aproximadamente pH 3,5, aproximadamente pH
4.0, aproximadamente pH 4,5, aproximadamente pH 5,0, aproximadamente
pH 5,5, aproximadamente pH 6,0, aproximadamente pH 6,5, aproximada-
mente pH 7,0, aproximadamente pH 7,5, aproximadamente pH 8,0, aproxi-
madamente pH 8,5, aproximadamente pH 9,0, aproximadamente pH 9,5,
aproximadamente pH 10,0, aproximadamente pH 10,5, aproximadamente pH
11,0, aproximadamente pH 11,5, aproximadamente pH 12,0 ou maior.

A invengao fornece polipeptideos da invencédo que possuem ati-
vidade de fitase cuja atividade é termoestavel. Por exemplo, um polipeptideo
da invengao pode ser termoestavel. O polipeptideo termoestavel de acordo
com a invencao pode manter a atividade de ligagdo e/ou enzimatica, por e-
xemplo, uma atividade de fitase, sob condigbes que compreendem uma faixa
de temperatura de aproximadamente -100°C até aproximadamente -80°C,
aproximadamente -80°C até aproximadamente -40°C, aproximadamente -
40°C até aproximadamente -20°C, aproximadamente -20°C até aproxima-
damente 0°C, aproximadamente 0°C até aproximadamente 37°C, aproxima-
damente 0°C até aproximadamente 5°C, aproximadamente 5°C até aproxi-
madamente 15°C, aproximadamente 15°C até aproximadamente 25°C, a-
proximadamente 25°C até aproximadamente 37°C, aproximadamente 37°C
até aproximadamente 45°C, aproximadamente 45°C até aproximadamente
55°C, aproximadamente 55°C até aproximadamente 70°C, aproximadamen-
te 70°C até aproximadamente 75°C, aproximadamente 75°C até aproxima-
damente 85°C, aproximadamente 85°C até aproximadamente 90°C, aproxi-
madamente 90°C até aproximadamente 95°C, aproximadamente 95°C até
aproximadamente 100°C, aproximadamente 100°C ate aproximadamente
105°C, aproximadamente 105°C até aproximadamente 110°C, aproximada-
mente 110°C até aproximadamente 120°C ou 95°C, 96°C, 97°C, 98°C, 99°C,
100°C, 101°C, 102°C, 103°C, 104°C, 105°C, 106°C, 107°C, 108°C, 109°C,




10

15

20

25

30

16

110°C, 111°C, 112°C, 113°C, 114°C, 115°C ou maior. Os polipeptideos ter-
moestaveis de acordo com a invengao podem manter a atividade, por exem-
plo, uma atividade de fitase, em temperaturas na faixa de aproximadamente
-100°C até aproximadamente -80°C, aproximadamente -80°C até aproxima-
damente -40°C, aproximadamente -40°C até aproximadamente -20°C, apro-
ximadamente -20°C até aproximadamente 0°C, aproximadamente 0°C até
aproximadamente 5°C, aproximadamente 5°C até aproximadamente 15°C,
aproximadamente 15°C até aproximadamente 25°C, aproximadamente 25°C
até aproximadamente 37°C, aproximadamente 37°C até aproximadamente
45°C, aproximadamente 45°C até aproximadamente 55°C, aproximadamen-
te 55°C até aproximadamente 70°C, aproximadamente 70°C até aproxima-
damente 75°C, aproximadamente 75°C até aproximadamente 85°C, aproxi-
madamente 85°C até aproximadamente 90°C, aproximadamente 90°C até
aproximadamente 95°C, aproximadamente 95°C até aproximadamente
100°C, aproximadamente 100°C até aproximadamente 105°C, aproximada-
mente 105°C até aproximadamente 110°C, aproximadamente 110°C até a-
proximadamente 120°C ou 95°C, 96°C, 97°C, 98°C, 99°C, 100°C, 101°C,
102°C, 103°C, 104°C, 105°C, 106°C, 107°C, 108°C, 109°C, 110°C, 111°C,
112°C, 113°C, 114°C, 115°C ou maior. Em algumas modalidades, os poli-
peptideos termoestaveis de acordo com a invengdo mantém a atividade, por
exemplo, uma atividade de fitase, a uma temperatura nas faixas descritas
anteriormente, em aproximadamente pH 3,0, aproximadamente pH 3,5, a-
proximadamente pH 4,0, aproximadamente pH 4,5, aproximadamente pH
5,0, aproximadamente pH 5,5, aproximadamente pH 6,0, aproximadamente
pH 6,5, aproximadamente pH 7,0, aproximadamente pH 7,5, aproximada-
mente pH 8,0, aproximadamente pH 8,5, aproximadamente pH 9,0, aproxi-
madamente pH 9,5, aproximadamente pH 10,0, aproximadamente pH 10,5,
aproximadamente pH 11,0, aproximadamente pH 11,5, aproximadamente pH
12,0 ou maior.

A invencao fornece polipeptideos isolados, sintéticos ou recom-
binantes que compreendem uma sequéncia de aminoacidos da invengéao e

(a) que nao possuem uma sequéncia sinal (peptideo-lider); (b) que nao pos-
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suem uma sequéncia sinal (peptideo-lider) e que compreendem ainda uma
sequéncia sinal heteréloga (peptideo-lider); (c) a sequéncia de aminoacidos
de (a) ou (b) e que compreendem ainda uma sequéncia heterbloga, em que
opcionalmente a sequéncia heteréloga compreende um peptideo de identifi-
cacao.

Em um aspecto, a atividade de fitase de qualquer polipeptideo
da invencao compreende (possui) uma atividade especifica: a aproximada-
mente 37°C na faixa de aproximadamente 100 até aproximadamente 1000
unidades por miligrama de proteina; ou, de aproximadamente 500 ate apro-
ximadamente 750 unidades por miligrama de proteina; ou, a 37°C na faixa
de aproximadamente 500 até aproximadamente 1200 unidades por miligra-
ma de proteina; ou, a 37°C na faixa de aproximadamente 750 até aproxima-
damente 1000 unidades por miligrama de proteina. Em um aspecto, a ativi-
dade de fitase termotolerante compreende uma atividade especifica apos a
exposicdo a uma temperatura a aproximadamente 37°C na faixa de aproxi-
madamente 100 até aproximadamente 1000 unidades por miligrama de pro-
teina; ou, a atividade de fitase termoestavel compreende uma atividade es-
pecifica de aproximadamente 500 até aproximadamente 750 unidades por
miligrama de proteina; ou, a atividade de fitase termoestavel compreende
uma atividade especifica a 37°C na faixa de aproximadamente 500 até apro-
ximadamente 1200 unidades por miligrama de proteina; ou, a atividade de
fitase termoestavel compreende a atividade especifica a 37°C na faixa de
aproximadamente 750 até aproximadamente 1000 unidades por miligrama
de proteina. Em um aspecto, a atividade de fitase termoestavel compreende
uma atividade especifica sob condigbes que compreendem uma temperatura
de aproximadamente 37°C na faixa de aproximadamente 100 até aproxima-
damente 1000 unidades por miligrama de proteina; ou, a atividade de fitase
termoestavel compreende uma atividade especifica de aproximadamente
500 até aproximadamente 750 unidades por miligrama de proteina; ou, a
atividade de fitase termoestavel compreende uma atividade especifica a
37°C na faixa de aproximadamente 500 até aproximadamente 1200 unida-

des por miligrama de proteina; ou, a atividade de fitase termoestavel com-
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preende uma atividade especifica a 37°C na faixa de aproximadamente 750
até aproximadamente 1000 unidades por miligrama de proteina.

Em um aspecto, um polipeptideo da invengdo compreende pelo
menos um sitio de glicosilagdo, em que opcionalmente a glicosilagado € uma
glicosilagéo ligada a N ou uma glicosilagédo ligada a O e opcionalmente o
polipeptideo & glicosilado apos ser expresso em uma levedura, que opcio-
nalmente &€ uma P. pastoris ou uma S. pombe.

Em um aspecto, o polipeptideo mantém uma atividade de fitase
sob condicées que compreendem aproximadamente pH 6,5, pH 6, pH 5,5,
pH 5, pH 4,5, pH 4,0, pH 3,5, pH 3,0 ou pH inferior (mais acido). Alternativa-
mente, um polipeptideo da invencao pode manter uma atividade de fitase
sob condi¢cdes que compreendem aproximadamente pH 7,5, pH 8, pH 8,5,
pH 9, pH 9,5, pH 10,0, pH 10,5, pH 11,0, pH 11,5, pH 12, pH 12,5 ou pH
maior (mais basico).

A invengao fornece preparacdes de proteina que compreendem
um polipeptideo da invengéo, em que a preparacgéo de proteina compreende
um liquido, uma pasta, um pd, um spray, uma suspensdo, uma composi-
caof/formulagao liofilizada, um soélido, geltab, pilula, implante, um gel; ou uma
formulacdo farmacéutica, um alimento, um produto alimenticio, um suple-
mento alimentar, um suplemento para produto alimenticio, um aditivo alimen-
ticio, um aditivo para produto alimenticio, um suplemento nutricional ou um
suplemento dietético do mesmo.

A invencao fornece heterodimeros que compreendem um poli-
peptideo da invengdo e, em um aspecto, o heterodimero compreende um
segundo dominio, em que opcionalmente o segundo dominio € um polipepti-
deo e o heterodimero é uma proteina de fusdo e opcionalmente o segundo
dominio &€ um epitopo ou uma marcagao.

A invencao fornece polipeptideos imobilizados que compreen-
dem um polipeptideo da invengao, em que o polipeptideo imobilizado pode
compreender um homodimero ou um heterodimero da invengao, em que
opcionalmente o polipeptideo é imobilizado sobre ou dentro de uma célula,

uma vesicula, um lipossomo, um filme, uma membrana, um metal, uma resi-
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na, um polimero, uma ceramica, um vidro, um microeletrodo, uma particula
de grafite, uma esfera, um gel, uma placa, um arranjo, um tubo capilar, um
cristal, um comprimido, uma pilula, uma capsula, um p6, um aglomerado,
uma superficie ou uma estrutura porosa. Em um aspecto, a invencgéao fornece
arranjos (por exemplo, microarranjos) que compreendem um polipeptideo
imobilizado, em que o polipeptideo compreende o polipeptideo da invengéao
ou o heterodimero da invengédo ou o acido nucleico da invengédo ou uma
combinagao dos mesmos.

A invencgao fornece anticorpos isolados, sintéticos ou recombi-
nantes que se ligam especificamente a um polipeptideo da invengao ou a um
polipeptideo codificado pelo acido nucleico da invengdo, em que opcional-
mente o anticorpo &€ um anticorpo monoclonal ou um anticorpo policlonal. A
invencao fornece hibridomas que compreendem o anticorpo da invengéao.

A invencao fornece métodos de producdo de um polipeptideo
recombinante que compreendem as etapas de: (a) fornecimento de um acido
nucleico ligado de forma operacional a um promotor; em que o acido nuclei-
co compreende uma sequéncia da invengao; e (b) expressao do acido nucle-
ico da etapa (a) sob condi¢gbes que permitem a expressao do polipeptideo,
produzindo assim um polipeptideo recombinante e opcionalmente o método
compreende ainda a transformagao de uma célula hospedeira com o acido
nucleico da etapa (a) seguida pela expressao do acido nucleico da etapa (a),
produzindo assim o polipeptideo recombinante em uma célula hospedeira
transformada.

A invencao fornece métodos para a identificagdo de um polipep-
tideo que possui uma atividade de fitase que compreende as etapas a se-
guir: (a) fornecimento do polipeptideo da invengéo; (b) fornecimento de um
substrato da fitase; e (c) contato do polipeptideo ou de um fragmento ou de
uma variagcao do mesmo da etapa (a) com o substrato da etapa (b) e detec-
cdo de um aumento na quantidade de substrato ou de um decréscimo na
quantidade do produto de reagdo, em que um decréscimo na quantidade do
substrato ou um aumento na quantidade do produto de reacgao detecta um

polipeptideo que possui uma atividade de fitase.
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A invengao fornece métodos para a identificagdo de um substra-
to da fitase que compreendem as etapas a seguir: (a) fornecimento do poli-
peptideo da invencgao; (b) fornecimento de um substrato de teste; e (c) con-
tato do polipeptideo da etapa (a) com o substrato de teste da etapa (b) e de-
teccdo de um aumento na quantidade de substrato ou de um decréscimo na
quantidade de produto de reacao, em que um decréscimo na quantidade do
substrato ou um aumento na quantidade do produto de reacao identifica o
substrato de teste como um substrato da fitase.

A invengdo fornece métodos de determinacéo do fato de um
composto se ligar especificamente a um polipeptideo que compreende as
etapas a seguir: (a) expressdo de um acido nucleico ou de um vetor que
compreende o acido nucleico sob condigdes permissivas para a tradugéao do
acido nucleico em um polipeptideo, em que o acido nucleico compreende
uma sequéncia da invengao; (b) contato do polipeptideo com o composto de
teste; e (c) determinagédo do fato do composto de teste se ligar especifica-
mente ao polipeptideo, determinando assim que o composto sé liga especifi-
camente ao polipeptideo.

A invencao fornece métodos para a identificagdo de um modula-
dor de uma atividade de fitase que compreende as etapas a seguir: (a) for-
necimento do polipeptideo da fitase da invencédo; (b) fornecimento de um
composto de teste; (c) contato do polipeptideo da etapa (a) com o composto
de teste da etapa (b) e medida de uma atividade de fitase, em que uma alte-
racéo na atividade de fitase medida na presenga do composto de teste com-
parada com a atividade na auséncia do composto de teste fornece uma de-
terminacéo de que o composto de teste modula a atividade de fitase, em que
opcionalmente a atividade de fitase & medida pelo fornecimento de um subs-
trato da fitase e pela detecgdo de um aumento na quantidade do substrato
ou de um decréscimo na quantidade de um produto de reagéo e opcional-
mente um decréscimo na quantidade do substrato ou um aumento na quan-
tidade do produto de reagdo com o composto de teste quando comparada
com a quantidade de substrato ou de produto de reagdo sem o composto de

teste identifica o composto de teste como um ativador da atividade de fitase
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e opcionalmente um aumento na quantidade do substrato ou um decréscimo
na quantidade do produto de reacdo com o composto de teste guando com-
parada com a quantidade de substrato ou de produto de reagéo sem o com-
posto de teste identifica o composto de teste como um inibidor da atividade
de fitase.

A invengéo fornece sistemas de computador que compreendem
um processador e um dispositivo de armazenamento de dados em que o dito
dispositivo de armazenamento de dados possui gravado no mesmo uma se-
quéncia de polipeptideo ou uma sequéncia de acido nucleico, em que a se-
quéncia de polipeptideo compreende uma sequéncia da invencgéo e o acido
nucleico compreende uma sequéncia da invengao e opcionalmente o méto-
do compreende ainda um algoritmo de comparagao de sequéncias e um dis-
positivo de armazenamento de dados possuindo pelo menos uma sequéncia
de referéncia gravada no mesmo e opcionalmente o algoristmo de compara-
cao de sequéncias compreende um programa de computador que indica po-
limorfismos e opcionalmente o método compreende ainda um identificador
que identifica uma ou mais caracteristicas na dita sequéncia. A invencao
fornece um meio que pode ser lido pelo computador (media) que possui ar-
mazenado no mesmo uma sequéncia de polipeptideo ou uma sequéncia de
acido nucleico, em que a sequéncia de polipeptideo compreende a sequén-
cia de aminoacidos da invengao e o acido nucleico compreende uma se-
quéncia da invencdo. A invencao fornece métodos para a identificagao de
uma caracteristica em uma sequéncia que compreende as etapas de: (a)
leitura da sequéncia utilizando um programa de computador que identifica
uma ou mais caracteristicas em uma sequéncia, em que a sequéncia com-
preende uma sequéncia de polipeptideo ou uma sequéncia de acido nuclei-
co, em que a sequéncia de polipeptideo compreende a sequéncia de amino-
acidos da invengao e o acido nucleico compreende uma sequéncia da in-
vencao; e, (b) identificacdo de uma ou mais caracteristicas na sequéncia
com o programa de computador. A invencao fornece métodos para a compa-
racido de uma primeira sequéncia com uma segunda sequéncia que com-

preendem as etapas de: (a) leitura da primeira sequéncia e da segunda se-
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quéncia através do uso de um programa de computador que compara as
sequéncias, em que a primeira sequéncia compreende uma sequéncia de
polipeptideo ou uma sequéncia de acido nucleico, em que a sequéncia de
polipeptideo compreende a sequéncia de aminoacidos da invencgéo e o acido
nucleico compreende a sequéncia da invencao; e, (b) determinacgao das dife-
rencas entre a primeira sequéncia e a segunda sequéncia com o programa
de computador, em que opcionalmente a etapa de determinacgéao das dife-
rencas entre a primeira sequéncia e a segunda sequéncia compreende ain-
da a etapa de identificagdo de polimorfismos e opcionalmente o método
compreende ainda um identificador que identifica uma ou mais caracteristi-
cas em uma sequéncia e opcionalmente o método compreende a leitura da
primeira sequéncia utilizando um programa de computador e a identificacdo
de uma ou mais caracteristicas na sequéncia.

A invencao fornece métodos para a hidrélise de um inositol-
hexafosfato em inositol e fosfato inorganico que compreendem as etapas a
seguir: (a) fornecimento de um polipeptideo que possui uma atividade de
fitase, em que o polipeptideo compreende a sequéncia de aminoacidos da
invencao ou, um polipeptideo codificado pelo acido nucleico da invencgao; (b)
fornecimento de uma composi¢do que compreende um inositol-hexafosfato;
e (c) contato do polipeptideo da etapa (a) com a composigao da etapa (b)
sob condigdes em que o polipeptideo hidrolisa o inositol-hexafosfato para
produzir inositol e fosfato inorganico, em que opcionalmente as condi¢ctes
compreendem uma temperatura entre aproximadamente 370C e aproxima-
damente 700C, entre aproximadamente 500C e aproximadamente 800C ou
entre aproximadamente 600C e aproximadamente 900C e opcionalmente a
composicdo compreende um acido fitico.

A invencgdo fornece métodos para a eliminagdo de goma de -
leos que compreendem as etapas a seguir: (a) fornecimento de um polipep-
tideo que possui uma atividade de fitase, em que o polipeptideo compreende
a sequéncia de aminoacidos da invengéo ou, um polipeptideo codificado pe-
lo acido nucleico da invengado; (b) fornecimento de uma composi¢ao que

compreende um 6leo vegetal; e (c) contato do polipeptideo da etapa (a) e o
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oleo vegetal da etapa (b) sob condigdes em que o polipeptideo pode clivar
uma ligacao de inositol-fosfato inorganico, eliminando assim a goma do 6leo
vegetal.

A invencao fornece métodos para a produgédo de um produto
alimenticio ou um alimento ou um suplemento para produto alimenticio ou
alimento ou um aditivo para alimento ou produto alimenticio ou um suple-
mento nutricional ou um suplemento dietético, que compreendem as etapas
a seguir: (a) transformacao de uma planta, de uma parte de planta ou de
uma célula vegetal com um polinucleotideo que codifica um polipeptideo da
enzima fitase, em que a fitase compreende um polipeptideo que compreen-
de a sequéncia de aminoacidos da invengdo ou, um polipeptideo codificado
pelo acido nucleico da invengao; (b) cultivo da planta, da parte da planta ou
da célula vegetal sob condigdes em que a enzima fitase € expressa; e, (C)
conversao da planta, das partes da planta ou da célula vegetal em uma
composicao adequada para um alimento, um produto alimenticio, um suple-
mento para alimento, um suplemento para produto alimenticio, um aditivo
para alimento, um aditivo para produto alimenticio, um suplemento nutricio-
nal ou um suplemento dietético ou adicdo da planta cultivada, da parte da
planta ou da célula vegetal a um alimento, um produto alimenticio, um su-
plemento para alimento, um suplemento para produto alimenticio, um aditivo
para alimento, um aditivo para produto alimenticio, um suplemento nutricio-
nal ou um suplemento dietético, produzindo assim um alimento, um produto
alimenticio, um suplemento para alimento, um suplemento para produto ali-
menticio, um aditivo para alimento, um aditivo para produto alimenticio, um
suplemento nutricional ou um suplemento dietético, em que opcionalmente o
polinucleotideo esta contido em um vetor de expresséo e opcionalmente o
vetor compreende uma sequéncia de controle da expressdo capaz de ex-
pressar o acido nucleico em uma célula vegetal e opcionalmente o alimento,
o produto alimenticio, o suplemento para alimento, o suplemento para produ-
to alimenticio, o aditivo para alimento, o aditivo para produto alimenticio, o
suplemento nutricional ou o suplemento dietético & para um animal e opcio-

nalmente em que o animal € um animal monogastrico e opcionalmente o
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animal € um ruminante e opcionalmente o alimento, o produto alimenticio, o
suplemento para alimento, o suplemento para produto alimenticio, o aditivo
para alimento, o aditivo para produto alimenticio, o suplemento nutricional ou
o suplemento dietético, esta na forma de uma matriz de fornecimento, um
pélete, um comprimido, um gel, um liquido, um spray, grdo moido ou um po.
Em um aspecto, a enzima fitase é glicosilada para fornecer termotolerancia
ou termostabilidade nas condigbes de peletizagdo e opcionalmente a matriz
de fornecimento & formada através da peletizacdo de uma mistura que com-
preende um gérmen de gréao e a enzima fitase para produzir uma particula e
opcionalmente os péletes sdo produzidos sob condigdes que compreendem
a aplicagao de vapor, opcionalmente os péletes sdo produzidos sob condi-
cbes que compreendem a aplicacdo de uma temperatura em excesso de
80°C durante aproximadamente 5 minutos e opcionalmente o pélete com-
preende uma enzima fitase que compreende uma atividade especifica de
pelo menos 350 até aproximadamente 900 unidades por miligrama de enzi-
ma.

A invencao fornece métodos para o fornecimento de um suple-
mento de enzima fitase para um animal ou um ser humano, o dito método
compreendendo: (a) a preparagdo de uma matriz de fornecimento comesti-
vel que compreende um veiculo comestivel e uma enzima fitase que com-
preende um polipeptideo que compreende a sequéncia de aminoacidos da
invencao, em que a matriz € rapidamente dispersa e libera a enzima fitase
quando colocada em meio aquoso €, (b) a administragcéo da matriz de forne-
cimento de enzima comestivel ao animal ou ao ser humano, em que opcio-
nalmente a matriz de fornecimento comestivel compreende um veiculo co-
mestivel granulado e opcionalmente a matriz de fornecimento comestivel
esta na forma de péletes, comprimidos, géis, liquidos, sprays ou pos e op-
cionalmente o veiculo comestivel compreende um veiculo selecionado do
grupo que consiste em gérmen de grdo, feno, alfalfa, campim rabo de rato,
casca de soja, farinha grossa de semente de girassol, fariha grossa de mi-
lho, farinha grossa de soja e farinha grossa de trigo e opcionalmente o veicu-

lo comestivel compreende gérmen de grao que esta esgotado de 6leo.
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A invencao fornece um alimento, um produto alimenticio, um su-
plemento para alimento, um suplemento para produto alimenticio, um aditivo
para alimento, um aditivo para produto alimenticio, um suplemento nutricio-
nal ou um suplemento dietético, para um animal ou um ser humano, que
compreende o polipeptideo da invengao ou um homodimero ou um hetero-
dimero da invengado; em que opcionalmente o polipeptideo é glicosilado e
opcionalmente a atividade de fitase é termotolerante ou termoestavel. Em
um aspecto, o alimento, o produto alimenticio, o suplemento para alimento, o
suplemento para produto alimenticio, o aditivo para alimento, o aditivo para
produto alimenticio, o suplemento nutricional ou o suplemento dietético e
produzido em pélete, pilula, comprimido, capsula, gel, geltab, spray, po, for-
mulacao liofilizada, formulagao farmacéutica, forma liquida, na forma de uma
suspensdo ou uma pasta fluida ou produzido utilizando aditivos revestidos
com polimeros ou produzido na forma de granulado ou produzido através de
secagem por atomizagao.

A invengao fornece uma matriz de fornecimento de enzima co-
mestivel ou que pode ser absorvida (matrizes) que compreende o polipepti-
deo da invencdo ou um homodimero ou um heterodimero da invengéo; em
gue opcionalmente o polipeptideo & glicosilado e opcionalmente a atividade
de fitase é termotolerante ou termoestavel. Em um aspecto, a matriz de for-
necimento comestivel compreende um pélete ou a matriz de fornecimento de
enzima comestivel ou que pode ser absorvida é produzida em pélete, pilula,
comprimido, capsula, gel, geltab, spray, p6, formulagéo liofilizada, formula-
cao farmacéutica, na forma liquida, na forma de uma suspensao ou uma
pasta fluida ou produzida utilizando aditivos revestidos com polimeros ou
produzida na forma de granulado ou produzida através de secagem por a-
tomizacgao.

A invencao fornece péletes comestiveis ou que podem ser ab-
sorvidos que compreendem um veiculo granulado comestivel ou que podem
ser absorvidos e o polipeptideo da invengao ou um homodimero ou um hete-
rodimero da invencdo; em que opcionalmente o polipeptideo € glicosilado e

opcionalmente a atividade de fitase & termotolerante ou termoestavel e op-
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cionalmente o pélete é produzido na forma de pélete ou na forma de uma
pilula, um comprimido, uma capsula, um gel, um geltab, um spray, um po,
uma formulacao liofilizada, uma formulagdo farmacéutica, uma forma de li-
quido, na forma de uma suspensao ou uma pasta fluida ou produzida utili-
zando aditivos revestidos por polimeros ou produzida na forma granulada ou
produzida através de secagem por atomizagao.

A invencao fornece farinhas grossas, por exemplo, uma farinha
grossa de soja, que compreende um polipeptideo da invengdo ou um homo-
dimero ou um heterodimero da invengao e opcionalmente a farinha grossa,
por exemplo, a farinha grossa de soja, € produzida na forma de um pélete,
uma pilula, um comprimido, uma capsula, um gel, um geltab, um spray, um
p6, uma formulagao liofilizada ou uma forma liquida.

A invencéo fornece métodos de aumento da resisténcia de um
polipeptideo de fitase a inativagdo enzimatica em um sistema digestivo de
um animal, o método compreendendo a glicosilagdo de um polipeptideo da
fitase que compreende o polipeptideo da invengdo, aumentando assim a
resisténcia do polipeptideo da fitase a inativacdo enzimatica em um sistema
digestivo de um animal e opcionalmente a glicosilagdo é uma glicosilacao
ligada a N e opcionalmente o polipeptideo da fitase é glicosilado como um
resultado da expressao in vivo de um polinucleotideo que codifica a fitase
em uma célula e opcionalmente a célula € uma célula eucaridtica e opcio-
nalmente a célula eucaridtica € uma célula de fungo, uma célula vegetal ou
uma célula de mamifero.

A invencéo fornece métodos para o processamento de graos de
milho e de sorgo que compreendem as etapas a seguir: (a) fornecimento de
um polipeptideo que possui uma atividade de fitase, em que o polipeptideo
compreende o polipeptideo da invengao; (b) fornecimento de uma composi-
cao que compreende um liquido de infusédo de milho ou um liquido de infu-
sao de sorgo; e (c) contato do polipeptideo da etapa (a) e a composigcao da
etapa (b) sob condigdes em que o polipeptideo pode clivar uma ligagao de
inositol-fosfato inorgénico.

A invencao fornece produtos farmacéuticos ou formulacdes die-
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téticas que compreendem um polipeptideo ou um heterodimero da invengéao;
em que opcionalmente o polipeptideo € glicosilado e opcionalmente a ativi-
dade de fitase &€ termotolerante ou termoestavel; e opcionalmente o produto
farmacéutico ou uma formulagéo dietética é obtida na forma de pélete, pilula,
comprimido, capsula, geltab, spray, po, logdo ou na forma liquida ou produ-
zida utilizando aditivos revestidos por polimeros ou na forma de um implante
ou produzida na forma granulada ou produzida através de secagem por a-
tomizacgao.

A invengao fornece composi¢gdes que compreendem um polipep-
tideo ou um heterodimero da invengéo; e, (b) qualquer produto que & apre-
sentado na Tabela 2 ou qualquer uma das composig¢des listadas na Tabela
1; em que opcionalmente o polipeptideo & glicosilado e opcionalmente a ati-
vidade de fitase é termotolerante ou termoestavel.

A invencao fornece uma unidade Pronta para Consumo (MRE)
de farinha grossa autocontida, uma bebida ou um agente de hidratacdo que
compreende um polipeptideo ou um heterodimero da invengao; em que op-
cionalmente o polipeptideo & glicosilado e opcionalmente a atividade de fita-
se é termotolerante ou termoestavel.

A invencao fornece métodos para melhorar (retardar o progresso
de, tratar ou prevenir) a osteoporose que compreendem a administragcéo a
um individuo que necessita dos mesmos de uma quantidade eficiente (dosa-
gem) de uma composi¢cdo que compreende um polipeptideo ou um hetero-
dimero da invencéo; em que opcionalmente o polipeptideo & glicosilado e
opcionalmente a atividade de fitase & termotolerante ou termoestavel.

Os detalhes de um ou mais aspectos da invencdo sé&ao
apresentados nas figuras em anexo e na descricdo a seguir. Outras
caracteristicas, objetivos e vantagens da invengéo seréo evidentes partindo
da descrigdo e das figuras e das reivindicagdes.

Todas as publicacées, as patentes, os pedidos de patentes, as
sequéncias do GenBank e os depoésitos na ATCC, citados aqui sao
explicitamente incorporados aqui como referéncia para todas as finalidades.
BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS
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As figuras a seguir sao ilustrativas dos aspectos da invencao e
nao sao entendidas como limitantes do ambito da invengdo que é abrangido
pelas reivindicagodes.

A Figura 1 € um diagrama em blocos de um sistema de compu-
tador, como descrito em detalhes, a seguir.

A Figura 2 € um diagrama de fluxo que ilustra um aspecto de um
processo 200 para a comparagdo de uma nova sequéncia de nucleotideos
ou de proteina com um banco de dados de sequéncias para determinar os
niveis de homologia entre a nova sequéncia e as sequéncias no banco de
dados, como descrito em detalhes, a seguir.

A Figura 3 € um diagrama de fluxo que ilustra uma modalidade
de um processo em um computador para determinar se duas sequéncias
sao homologas, como descrito em detalhes, a seguir.

A Figura 4 € um diagrama de fluxo que ilustra um aspecto de um
processo de identificacao para a detecgao da presenca de uma caracteristi-
ca em uma sequéncia, como descrito em detalhes, a seguir.

A Figura 5 ilustra um resumo da atividade residual de polipepti-
deos purificados da invencgao, exemplos de sequéncias com uma unica mu-
tacao da invengao, apds tratamento térmico a varias temperaturas durante
30 minutos; em que a atividade de fitase & analisada com um substrato fluo-
rescente e as taxas foram comparadas com as taxas de cada amostra nao
tratada correspondente; como descrito em detalhes no Exemplo 1, a seguir.

A Figura 6 ilustra um resumo da atividade residual de polipepti-
deos purificados da invengao que compreendem mutagdes de residuos iso-
lados "mescladas" (fitases que contém varias mutagdes), apds tratamento
térmico em um termociclador; em que a atividade de fitase & analisada com
um substrato fluorescente e as taxas foram comparadas com as taxas de
cada amostra nao-tratada correspondente; que & resumido na Figura 6; co-
mo descrito em detalhes no Exemplo 1, a seguir.

A Figura 7 resume graficamente os dados utilizados para gerar o
grafico da Figura 6; como descrito em detalhes no Exemplo 1, a seguir.

A Figura 8 ilustra a sequéncia da fitase original SEQ ID NO: 2 e




10

15

20

25

30

29

as modificacdes de sequéncia geradas pela mutagénese por saturagdo do
sitio génico (GSSM) selecionadas para a construg¢ao da biblioteca GeneRe-
assembly®; como descrito em detalhes, a seguir.

A Figura 9 ilustra exemplos de fitases que possuem varias modi-
ficacoes de residuos na SEQ ID NO: 2 original; como descrito em detalhes
aqui.

A Figura 10 ilustra exemplos de fitases que possuem modifica-
cdes de residuos isolados na SEQ ID NO: 2 original; como descrito em deta-
lhes aqui.

A Figura 11 ilustra esquematicamente um exemplo de ensaio de
fitase da invengao utilizando o substrato fluorescente fosfato de 4-
metilumbelliferila (MeUMB-fosfato); como descrito em detalhes no Exemplo
1, a seguir.

A Figura 12 ilustra esquematicamente um exemplo de ensaio de
fitase da invengao que utiliza o substrato fluorescente MeUMB-fosfato; como
descrito em detathes no Exemplo 1, a seguir.

A Figura 13 ilustra esquematicamente o protocolo para um e-
xemplo de classificagdo de biblioteca, como descrito na Figura 12, como
descrito em detalhes no Exemplo 1, a seguir.

A Figura 14 ilustra um exemplo de processo alcodlico que pode
incorporar o uso de fitases desta invengao.

Simbolos de referéncia similares nas varias figuras indicam ele-
mentos similares.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

A invencéo refere-se a polipeptideos de fitase que possuem as
modificacées de residuos especificos na SEQ ID NO: 2, como descrito ante-
riormente e polinucleotideos que codificam os mesmos, (por exemplo, que
compreendem as modificacbes de pares de bases especificas na SEQ ID
NO: 1, como descrito anteriormente), assim como a métodos de uso dos po-
linucleotideos e dos polipeptideos. A Figura 10 ilustra exemplos de fitases
que possuem madificagées de residuos isolados na SEQ ID NO: 2 original e

a Figura 9 ilustra exemplos de fitases que possuem modificagdes de varios
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residuos na SEQ ID NO: 2 original.

A atividade de fitase dos polipeptideos da invengao pode abran-
ger enzimas que possuem qualquer atividade de fitase, por exemplo, enzi-
mas capazes de catalisar a degradagao de fitato, por exemplo, a catéalise de
fitato (mio-inositol-hexafosfato) em inositol e fosfato inorganico. As fitases da
invencao incluem enzimas termotolerantes e termorresistentes.

As fitases e os polinucleotideos que codificam as fitases da in-
vencado s&o Uteis em um naimero de processos, métodos e composigdes. Por
exemplo, como discutido anteriormente, uma fitase pode ser utilizada em um
produto alimenticio para animais e em suplementos para produtos alimenti-
cios assim como em tratamentos para degradar ou remover o excesso de
fitato do ambiente ou de uma amostra. Outros usos seréo evidentes aos ver-
sados na técnica com base nos ensinamentos fornecidos aqui, incluindo os
discutidos anteriormente.

Em um aspecto, as moléculas de fitase da invencao — isolada-
mente ou em combinaciao com outros reagentes (incluindo, mas nao-
limitados a enzimas, tais como proteases, amilases e similares) — sao utili-
zadas no processamento de matérias alimenticias, por exemplo, para a pre-
vencdo da formagao de lama de milho indesejavel e em outras aplicagbes
em que a hidrélise do fitato € desejavel.

Em um aspecto, as moléculas de fitase da inveng¢ao s&o utiliza-
das para eliminar ou diminuir a presenca de fitato nao-hidrolisado, especial-
mente quando o fitato ndo-hidrolisado leva a consequéncias problematicas
em processos ex vivo que incluem — mas nao-estéo limitados a — o proces-
samento de matérias alimenticias. Em um aspecto, as moléculas de fitase da
invencao sao utilizadas em procedimentos que séo descritos na EP0321004-
B1 (Vaara e outros), incluindo etapas no processamento de graos de milho e
de sorgo através do qual os grdos duros sao imersos em agua para amole-
cé-los. As substancias soluveis em agua que sao lixiviadas durante este pro-
cesso se tornam parte de um licor de infusdo do milho, que é concentrado
por evaporacdo. O acido fitico nao-hidrolisado no liquido de infusdo do mi-

lho, basicamente na forma de sais de calcio e magnésio, esta associado
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com fésforo e se deposita na forma de uma lama indesejavel com proteinas
e ions metalicos. Esta lama & problematica na evaporacéo, no transporte e
no armazenamento do liquido de infusdo do milho. As moléculas de fitase da
invencao sao utilizadas para hidrolisar esta lama.

Em um aspecto, as fitases da invengao podem fornecer desem-
penho comercial substancialmente superior ao das moléculas de fitase iden-
tificadas anteriormente, por exemplo, moléculas de fitase de origem fungica.
Em um aspecto, as enzimas da invencido podem ter aproximadamente 4400
U/mg ou mais que aproximadamente entre 50 até 100 ou 50 até 1000 ou 100
até 4000 U/mg de proteina.

A invengao fornece ainda métodos para modificar as caracteris-
ticas de uma fitase da invencgao através da mutagénese e outro método, co-
mo discutido em detalhes, a seguir.

Producdo e Manipulacdo de Acidos Nucleicos

A invengédo fornece acidos nucleicos que codificam os polipepti-
deos e as fitases da invengédo. A invengdo fornece ainda cassetes de ex-
presséao, vetores tais como vetores de expressao ou de clonagem, veiculos
de clonagem tal como um vetor viral, um plasmideo, um fago, um fagemi-
deo, um cosmideo, um fosmideo, um bacteriéfago ou um cromossomo artifi-
cial, que pode compreender ou que pode possuir contido no mesmo, um aci-
do nucleico da invencao.

A invengao inclui ainda métodos para a descoberta de novas
sequéncias de fitases utilizando os acidos nucleicos da invencdo. Sao tam-
bém fornecidos para a modificacdo dos acidos nucleicos da invencéo, por
exemplo, através da remontagem por ligagcao sintética, do sistema de evolu-
c¢ao direcionada otimizada efou da mutagénese por saturacdo.

Em um aspecto, a invengao fornece um género de acidos nucle-
icos que sao variagoes geradas sinteticamente da SEQ ID NO: 1 original, em
que estes acidos nucleicos da invengdo possuem pelo menos 95%, 96%
97%, 98% ou 99% de identidade de sequéncia com a SEQ ID NO: 1 "origi-
nal" e compreendem pelo menos uma, duas, trés, quatro, cinco, seis, sete,

oito, nove, dez, onze, doze, treze ou todas as quatorze modificagdes de se-
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presentadas anterioremente. Para referéncia, a SEQ ID NO: 1 original é:

atgaaagcga tcttaatccc atttttatct cttctgattc cgttaacccc gcaatctgceca 60
ttcgctcaga gtgagccgga gctgaagctg gaaagtgtgg tgattgtcag tcgtcatggt 120
gtgcgtgctc caaccaaggc cacgcaactyg atgcaggatg tcaccccaga cgcatggcca 180
acctggccgg taaaactggg tgagctgaca ccgcgcggtg gtgagctaat cgcectatctc 240
ggacattact ggcgtcagcg tctggtagcec gacggattge tgcctaaatg tggctgcceg 300
cagtctggtc aggtcgcgat tattgctgat gtcgacgagce gtacccgtaa aacaggcgaa 360
gccttcgecg ccgggctgge acctgactgt gcaataaccg tacataccca ggcagatacg 420
tccagtcccg atccgttatt taatcctcta aaaactggcg tttgccaact ggataacgcg 480
aacgtgactg acgcgatcct cgagagggca ggagggtcaa ttgctgactt taccgggcat 540
tatcaaacgg cgtttcgcga actggaacgg gtgcttaatt ttccgcaatc aaacttgtge 600
cttaaacgtg agaaacagga cgaaagctgt tcattaacgc aggcattacc atcggaactc 660
aaggtgagcg ccgactgtgt ctcattaacc ggtgcggtaa gcctcgcatc aatgctgacg 720
gagatatttc tcctgcaaca agcacaggga atgccggagc cggggtgggg aaggatcacc 780
gattcacacc agtggaacac cttgctaagt ttgcataacg cgcaatttga tttgctacaa 840
cgcacgccag aggttgcccg cagccgegec accceccgttat tagatttgat caagacagceg 900
ttgacgcccce atccaccgca aaaacaggcyg tatggtgtga cattacccac ttcagtgctg 960
tttatcgececg gacacgatac taatctggca aatctcggcg gcgcactgga gctcaactgg 1020
acgcttcccg gtcageccgga taacacgccg ccaggtggtg aactggtgtt tgaacgctgg 1080
cgtcggctaa gcgataacag ccagtggatt caggtttcge tggtcttcca gactttacag 1140
cagatgcgtg ataaaacgcc gctgtcatta aatacgccgc ccggagaggt gaaactgacc 1200
ctggcaggat gtgaagagcg aaatgcgcag ggcatgtgtt cgttggcagg ttttacgcaa 1260
atcgtgaatg aagcacgcat accggcgtgce agtttgtaa 1299

Os acidos nucleicos da invengao podem ser produzidos, isola-
dos e/ou manipulados, por exemplo, através da clonagem e da expresséao de
bibliotecas de cDNA, da amplificacdo de mensagem ou do DNA gendmico
por PCR e similares. Na pratica dos métodos da invengéo, genes homdlogos
podem ser modificados através da manipulacdo de um acido nucleico molde,
como descrito aqui. A invengdo pode ser praticada em associacao com
qualquer método ou protocolo ou dispositivo conhecido na técnica, que €

bem descrito na literatura cientifica e de patentes.
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Técnicas Gerais

Os acidos nucleicos utilizados para a pratica desta invengao,
seja RNA, iRNA, acido nucleico antissenso, cDNA, DNA gendmico, vetores,
virus ou hibridos dos mesmos, podem ser isolados partindo de uma varieda-
de de fontes, engenheirados geneticamente, amplificados e/ou expres-
sos/gerados de forma recombinante. Os polipeptideos recombinantes gera-
dos partindo destes acidos nucleicos podem ser isolados ou clonados indivi-
dualmente e testados em relagdo a uma atividade desejada. Qualquer sis-
tema de expressdo recombinante pode ser utilizado, incluindo sistemas de
expressdo bacterianos, de mamifero, de levedura, de inseto ou de célula
vegetal.

Alternativamente, estes acidos nucleicos podem ser sintetizados
in vitro através de técnicas de sintese quimica bem conhecidas, que séo
descritas, por exemplo, em Adams (1983) J. Am. Chem. Soc. 105:661; Be-
lousov (1997) Nucleic Acids Res. 25:3440-3444; Frenkel (1995) Free Radic.
Biol. Med. 19:373-380; Blommers (1994) Biochemistry 33:7886-7896; Na-
rang (1979) Meth. Enzymol. 68:90; Brown (1979) Meth. Enzymol. 68:109;
Beaucage (1981) Tetra. Lett. 22:1859; Patente U.S. No 4.458.066.

As técnicas para a manipulagdo de acidos nucleicos, tais como,
por exemplo, subclonagem, sondas de marcacdo (por exemplo, marcagao
com iniciadores aleatérios utilizando polimerase de Klenow, tradugao por
cortes ("nick translation”), amplificagdo), sequenciamento, hibridizacéo e si-
milares sdo bem conhecidas na literatura cientifica e de patentes, ver, por
exemplo, Sambrook, ed., Molecular Cioning: a Laboratory Manual (2a ed.),
Vols. 1-3, Cold Spring Harbor Laboratory, (1989); Current Protocols in Mole-
cular Biology, Ausubel, ed. John Wiley & Sons, Inc., Nova York (1997); Labo-
ratory Techniques in Biochemistry and Molecular Biology: Hibridization With
Nucleic Acid Probes, Parte |. Theory and Nucleic Acid Preparation, Tijssen,
ed. Elsevier, N.Y. (1993).

Um outro meio util de obtencédo e de manipulagéo de acidos nu-
cleicos utilizados para a pratica dos métodos da invengéo ¢ a clonagem par-

tindo de amostras gendmicas e, se desejado, a classificagdo e a reclonagem
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de insertos isolados ou amplificados, por exemplo, de clones genémicos ou
de clones de cDNA. As fontes de acido nucleico utilizadas nos métodos da
invengao incluem bibliotecas genémicas ou de cDNA contidas, por exemplo,
em cromossomos artificiais de mamifero (MACs), ver, por exemplo, as Pa-
tentes U.S. Nos 5.721.118; 6.025.155; cromossomos artificiais humanos,
ver, por exemplo, Rosenfeld (1997) Nat. Genet. 15:333-335; cromossomos
artificiais de levedura (YAC); cromossomos artificiais de bactéria (BAC);
cromossomos artificiais de P1, ver, por exemplo, Woon (1998) Genomics
50:306-316; vetores derivados de P1 (PACs), ver, por exemplo, Kern (1997)
Biotechniques 23:120-124; cosmideos, virus recombinantes, fagos ou plas-
mideos.

Em aspectos alternativos, as expressdes "acido nucleico"” ou "se-
quéncia de acido nucleico" referem-se a um oligonucleotideo, um nucleoti-
deo, um polinucleotideo ou a um fragmento de qualquer um destes, a um
DNA ou um RNA (por exemplo, mMRNA, rRNA, tRNA) de origem gendmica ou
sintética que pode ter fita simples ou fita dupla e pode representar um fita
senso ou antissenso, a um acido nucleico peptidico (PNA) ou a qualquer
material similar a DNA ou similar a RNA, de origem natural ou sintética, in-
cluindo, por exemplo, iRNA, ribonucleoproteinas (por exemplo, iRNPs). O
termo abrange acidos nucleicos, isto €, oligonucleotideos, que contém ana-
logos conhecidos de nucleotideos naturais. O termo abrange ainda estrutu-
ras similares a acidos nucleicos com estruturas sintéticas, ver, por exemplo,
Mata (1997) Toxicol. Appl. Pharmacol. 144:189-197; Strauss-Soukup (1997)
Biochemistry 36:8692-8698; Samstag (1996) Antisense Nucleic Acid Drug
Dev 6:153-156.

Em um aspecto, os polinucleotideos recombinantes da invengao
compreendem sequéncias adjacentes a um acido nucleico "estrutural" ao
qual nao-estao adjacentes em seu ambiente natural. Em um aspecto, os aci-
dos nucleicos representam 5% ou mais do numero de insertos de acidos
nucleicos em uma populagdo de "moléculas estruturais" de acidos nucleicos.
"Moléculas estruturais" de acordo com a invengao incluem acidos nucleicos

tais como vetores de expressdo, acidos nucleicos auto replicantes, virus,
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acidos nucleicos de integracao e outros vetores ou acidos nucleicos utiliza-
dos para manter ou manipular um inserto de acido nucleico de interesse. Em
um aspecto, os acidos nucleicos enriquecidos representam 15%, 20%, 30%,
40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% ou mais do numero de insertos de acidos
nucleicos na populagédo de moléculas estruturais recombinantes.

Em um aspecto, um acido nucleico que codifica um polipeptideo
da invencao é montado em fase apropriada com uma sequéncia-lider capaz
de direcionar a secregéao do polipeptideo traduzido ou de um fragmento do
mesmo.

A invengao fornece proteinas de fusdo e acidos nucleicos que
codificam as mesmas. Um polipeptideo da invengéo pode ser fundido a um
peptideo ou um polipeptideo heterélogo, tal como peptideos de identificagao
N-terminais que conferem caracteristicas desejadas, tal como maior estabili-
dade ou purificacdo simplificada. Os peptideos e os polipeptideos da inven-
cao também podem ser sintetizados e expressos na forma de proteinas de
fusdo com um ou mais dominios adicionais ligados as mesmas para, por
exemplo, produzir um peptideo mais imunogénico, para isolar mais facilmen-
te um peptideo sintetizado de forma recombinante, para identificar e isolar
anticorpos e células B que expressam anticorpos e similares. A detecgao e a
purificacdo que facilitam os dominios incluem, por exemplo, peptideos que
quelam metais tais como regiées de poli-histidina e moédulos de histidina-
triptofano que permitem a purificagdo sobre metais imobilizados, dominios
da proteina A que permitem a purificagéo sobre imunoglobulina imobilizada e
o dominio utilizado no sistema de purificagdo por extensao/afinidade por
FLAGS (Immunex Corp, Seattle WA). A inclusdo de sequéncias ligantes que
podem ser clivadas tal como o Fator Xa ou a enteroquinase (Invitrogen, San
Diego CA) entre um dominio de purificagdo e o peptideo ou o polipeptideo
que compreende o motivo para facilitar a purificagao. Por exemplo, um vetor
de expressao pode incluir uma sequéncia de acido nucleico que codifica um
epitopo ligada a seis residuos de histidina seguida por uma tiorredoxina e
um sitio de clivagem de enteroquinase (ver, por exemplo, Williams (1995)
Biochemistry 34:1787-1797; Dobeli (1998) Protein Expr. Purif. 12:404-414).
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Os residuos de histidina facilitam a detecgéo e a purificagdo enquanto que o
sitio de clivagem da enteroquinase fornece um meio para a purificagao do
epitopo do restante da proteina de fusdo. A tecnologia relacionada aos veto-
res que codificam proteinas de fusdo e a aplicagao de proteinas de fusao &
bem descrita na literatura cientifica e de patentes, ver, por exemplo, Kroll
(1993) DNA Cell. Biol., 12:441-53.

Em um aspecto, o termo "isolado" significa que o material € re-
movido de seu ambiente original (por exemplo, do ambiente natural se ocor-
rer naturalmente). Por exemplo, um polinucleotideo ou um polipeptideo que
ocorre naturalmente presente em um animal vivo nao é isolado, mas o mes-
mo polinucleotideo ou polipeptideo, separado de parte ou de todos os mate-
riais coexistentes no sistema natural, € isolado. Tais polinucleotideos poderi-
am fazer parte de um vetor e/ou tais polinucleotideos ou polipeptideos pode-
riam fazer parte de uma composi¢do e ainda ser isolados de forma que tal
vetor ou composigao nao fizesse parte de seu ambiente natural. Em um as-
pecto, o termo "purificado" ndo requer pureza absoluta; ao invés disso, este
€ pretendido como uma definicao relativa. Os acidos nucleicos individuais
obtidos partindo de uma biblioteca foram purificados de forma convencional
até a homogeneidade eletroforética. As sequéncias obtidas partindo destes
clones poderiam nao ser obtidas diretamente partindo da biblioteca ou do
DNA humano total. Os acidos nucleicos purificados da invencao foram purifi-
cados partindo do restante do DNA genémico no organismo em pelo menos
104-106 vezes. Em aspectos alternativos, o termo "purificado" inclui ainda
acidos nucleicos que foram purificados do restante do DNA gendédmico ou de
outras sequéncias em uma biblioteca ou outro ambiente em pelo menos uma
ordem de grandeza ou alternativamente, duas ou trés ordens ou quatro ou
cinco ordens de grandeza.

Sequéncias de controle da transcricdo e da traducao

A invencgao fornece sequéncias de acidos nucleicos (por exem-
plo, DNA) da invengao ligadas de forma operacional a sequéncia(s) de con-
trole da expressao (por exemplo, da transcrigdo ou da tradugéao), por exem-

plo, promotores ou intensificadores, para direcionar ou modular a sinte-



10

15

20

25

30

37

se/expressao de RNA. A sequéncia de controle da expressao pode estar em
um vetor de expressdao. Os exemplos de promotores bacterianos incluem
lacl, lacZ, T3, T7, gpt, lambda PR, PL e trp. Os exemplos de promotores eu-
carioticos incluem o inicial imediato do CMV, o da timidina quinase do HSV,
o do SV40 inicial e tardio, LTRs de retrovirus e da metalotioneina | de ca-
mundongo.

Os promotores adequados para a expressao ou para a superex-
pressao de um polipeptideo em bactérias incluem os promotores lac ou trp
de E. coli, o promotor lacl, o promotor lacZ, o promotor T3, o promotor T7, o
promotor gpt, o promotor lambda PR, o promotor lambda PL, os promotores
de operons que codificam enzimas glicoliticas tal como 3-fosfoglicerato qui-
nase (PGK) e o promotor da fosfatase acida. Os promotores eucariéticos
incluem o promotor inicial imediato do CMV, o promotor da timidina quinase
do HSV, os promotores de choque térmico, o promotor de SV40 inicial e tar-
dio, LTRs de retroviruses e o promotor da metalotioneina | de camundongo.
Outros promotores conhecidos por controlarem a expressiao de genes em
células procaridticas ou eucaridticas ou seus virus tambem podem ser utili-
zados.

Vetores de expressio e veiculos de clonagem

A invencgao fornece sistemas de expressao, por exemplo, casse-
tes de expressao, vetores, veiculos de clonagem e similares, que compreen-
dem os acidos nucleicos da invengao, por exemplo, as sequéncias que codi-
ficam as fitases da invengao, para a expressao e a superexpressao, dos po-
lipeptideos da invengéo (e acidos nucleicos, por exemplo, antissenso). Os
vetores de expressao e os veiculos de clonagem da invencao podem com-
preender particulas virais, baculovirus, fago, plasmideos, fagemideos, cos-
mideos, fosmideos, cromossomos artificiais de bactéria, DNA viral (por e-
xemplo, vaccinia, adenovirus, foul pox virus, pseudorraiva e derivados de
SV40), cromossomos artificiais baseados em P1, plasmideos de levedura,
cromossomos artificiais de levedura e quaisquer outros vetores especificos
para hospedeiros especificos de interesse (tais como bacilos, Aspergillus e

levedura). Os vetores da invengao podem incluir sequéncias de DNA cro-
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mossdémicas, nao-cromossdmicas e sintéticas. Grandes numeros de vetores
adequados sdo conhecidos pelos versados na técnica e estao disponiveis
comercialmente. Os exemplos de vetores incluem: bacterianos: vetores pQE
(Qiagen), plasmideos pBluescript, vetores pNH, (vetores lambda-ZAP (Stra-
tagene); ptrc99a, pKK223-3, pDR540, pRIT2T (Pharmacia); Eucariéticos:
pXT1, pSG5 (Stratagene), pSVK3, pBPV, pMSG, pSVLSV40 (Pharmacia).
Entretanto, qualquer outro plasmideo ou outro vetor pode ser utilizado con-
tanto que possa ser replicado e viavel no hospedeiro. Vetores com baixo
numero de coépias ou com alto numero de cépias podem ser empregados
com a presente invengao.

Como exemplos representativos de vetores de expressdo que
podem ser utilizados podem ser mencionados particulas virais, baculovirus,
fago, plasmideos, fagemideos, cosmideos, fosmideos, cromossomos artifici-
ais de bactéria, DNA viral (por exemplo, vaccinia, adenovirus, foul pox virus,
pseudorraiva e derivados de SV40), cromossomos artificiais baseados em
P1, plasmideos de levedura, cromossomos artificiais de levedura e quais-
quer outros vetores especificos para hospedeiros especificos de interesse
(tais como bacilos, Aspergillus e levedura). Assim, por exemplo, o DNA pode
ser incluido em qualquer um de uma variedade de vetores de expressao pa-
ra a expressao de um polipeptideo. Tais vetores incluem sequéncias de DNA
cromossdmicas, nao-cromossdmicas e sintéticas. Grandes numeros de veto-
res adequados sdo conhecidos pelos versados na técnica e estdo disponi-
veis comercialmente. Os vetores a seguir sdo fornecidos com a finalidade de
exemplo; Bacterianos: vetores pQE (Qiagen), plasmideos pBluescript, veto-
res pNH, (vetores lambda-ZAP (Stratagene); ptrc99a, pKK223-3, pDR540,
pRIT2T (Pharmacia); Eucariéticos: pXT1, pSG5 (Stratagene), pSVK3, pBPV,
pMSG, pSVLSV40 (Pharmacia). Entretanto, qualquer outro plasmideo ou
outro vetor pode ser utilizado contanto que possa ser replicado e viavel no
hospedeiro. Vetores com baixo nimero de cdpias ou com alto numero de
copias podem ser empregados com a presente invengao.

Um exemplo de vetor para uso na presente invencao contém

replicacdo com origem no fator f. O fator f (ou fator de fertilidade) em E. coli
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é um plasmideo que realiza a transferéncia em alta frequéncia dele mesmo
durante a conjugacao e a transferéncia menos frequente do préprio cromos-
somo bacteriano. Um aspecto utiliza vetores de clonagem, referidos como
"fosmideos" ou vetores de cromossomo artificial de bactéria (BAC). Estes
séo derivados do fator f de E. coli que é capaz de integrar de forma estavel
grandes segmentos de DNA gendmico. Quando integrados com o DNA de
uma amostra ambiental ndo cultivada mista, tornam possivel conseguir
grandes fragmentos genémicos na forma de uma "biblioteca de DNA ambi-
ental" estavel.

Um outro tipo de vetor para uso na presente invengao € um vetor
de cosmideo. Os vetores de cosmideo foram originalmente planejados para
clonar e propagar grandes segmentos de DNA genémico. A clonagem nos
vetores de cosmideo é descrita em detalhes em "Molecular Cloning: A labo-
ratory Manual” (Sambrook e outros, 1989).

A sequéncia de DNA no vetor de expresséo € ligada de forma
operacional a uma ou mais sequéncias de controle da expressao (promo-
tor(es)) apropriadas para direcionar a sintese de RNA. Os promotores bacte-
rianos citados particulares incluem /acl, lacZ, T3, T7, gpt, lambda PR, PL e
trp. Os promotores eucariéticos incluem o inicial imediato do CMV, o da timi-
dina quinase do HSV, o do SV40 inicial e tardio, LTRs de retrovirus e da me-
talotioneina | de camundongo. A selegédo do vetor e do promotor apropriados
esta bem dentro do nivel da pericia comum na técnica. O vetor de expressao
contém ainda um sitio de ligacdo ao ribossomo para o inicio da traducéao e
um terminador da transcricao. O vetor também pode incluir sequéncias a-
propriadas para a amplificacdo da expressao. As regides promotoras podem
ser selecionadas de qualquer gene desejado utilizando vetores CAT (cloran-
fenicol transferase) ou outros vetores com marcadores que podem ser sele-
cionados. Em adicéo, os vetores de expressao podem conter um ou mais
genes marcadores que podem ser selecionados para fornecer uma caracte-
ristica fenotipica para a selegéo de células hospedeiras transformadas tal
como di-hidrofolato redutase ou resisténcia & neomicina para a cultura de

células eucaridticas ou resisténcia a tetraciclina ou a ampicilina em E. coli.
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Em um aspecto, os cassetes de expressao da invengao compre-
endem uma sequéncia da invencdo e uma sequéncia de nucleotideo que €
capaz de afetar a expressao de um gene estrutural (isto €, uma sequéncia
que codifica proteina, tal como uma fitase da invencédo) em um hospedeiro
compativel com tais sequéncias. Os cassetes de expressdo incluem pelo
menos um promotor ligado de forma operacional com a sequéncia que codi-
fica polipeptideo; e, opcionalmente, com outras sequéncias, por exemplo,
sinais de término da transcricdo. Também podem ser utilizados fatores adi-
cionais necessarios ou Uteis na realizagdo da expressdo, por exemplo, in-
tensificadores. Em um aspecto, "ligado de forma operacional”, como utilizado
aqui, refere-se a ligacao de um promotor a montante de uma sequéncia de
DNA de forma que o promotor medeia a transcricdo da sequéncia de DNA.
Assim, os cassetes de expressao incluem ainda plasmideos, vetores de ex-
pressao, virus recombinantes, qualquer forma de vetor de "DNA nu" recom-
binante e similares. Em um aspecto, um "vetor" compreende um acido nucle-
ico que pode infectar, transfectar, transduzir de forma transitéria ou perma-
nente uma célula. Um vetor pode ser um acido nucleico nu ou um acido nu-
cleico complexado com proteina ou lipideo. O vetor compreende opcional-
mente acidos nucleicos efou proteinas e/ou membranas virais ou bacteria-
nas (por exemplo, uma membrana celular, um envelope lipidico viral etc.).
Em um aspecto, os vetores incluem, mas nao-estado limitados a replicons
(por exemplo, replicons de RNA, bacteriéfagos) aos quais os fragmentos de
DNA podem ser ligados e ser replicados. Em um aspecto, os vetores inclu-
em, mas nao-estao limitados a RNA, DNA ou RNA circular autorreplicante
auténomo ou linear (por exemplo, plasmideos, viruses e similares, ver, por
exemplo, a Patente U.S. No 5.217.879) e incluem tanto plasmideos de ex-
pressao como sem-expressdo. Quando um micro-organismo ou uma cultura
de células recombinantes & descrita como hospedando um "vetor de expres-
sao" este inclui tanto DNA circular e linear extracromossémico quanto DNA
que foi incorporado no(s) cromossomo(s) do hospedeiro. Quando um vetor
esta sendo mantido por uma célula hospedeira, o vetor pode ser replicado

de forma estavel pelas células durante a mitose como uma estrutura auto-
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noma ou pode estar incorporado dentro do genoma do hospedeiro.

O vetor de expressiao pode compreender um promotor, um sitio
de ligagcao ao ribossomo para o inicio da tradugdo e um terminador da trans-
cricao. O vetor pode também incluir sequéncias apropriadas para amplificar
a expressdo. Os vetores de expressdo de mamifero podem compreender
uma origem de replicagao, quaisquer sitios de ligagdo ao ribossomo neces-
sarios, um sitio de poliadenilagcao, sitios doadores e receptores para proces-
samento, sequéncias de término da transcrigdo e sequéncias nao-transcritas
flanqueadoras a 5'. Em alguns aspectos, as sequéncias de DNA derivadas
dos sitios de combinagéo e de poliadenilagao do SV40 podem ser utilizadas
para fornecer os elementos genéticos nao-transcritos necessarios.

Em um aspecto, os vetores de expressdo contém um ou mais
genes marcadores que podem ser selecionados para permitir a selegéo de
células hospedeiras que contém o vetor. Tais marcadores que podem ser
selecionados incluem genes que codificam di-hidrofolato redutase ou genes
que conferem resisténcia a neomicina para cultura de células eucaridticas,
genes que conferem resisténcia a tetraciclina ou a ampicilina em E. colie o
gene TRP1 de S. cerevisiae. As regides promotoras podem ser selecionadas
de qualquer gene desejado utilizando vetores com cloranfenicol transferase
(CAT) ou outros vetores com marcadores que podem ser selecionados.

Os vetores para a expressao do polipeptideo ou de um fragmen-
to do mesmo em células eucariéticas também podem conter intensificadores
para aumentar os niveis de expressao. Os intensificadores sao elementos de
DNA que atuam em cis, geralmente de aproximadamente 10 até aproxima-
damente 300 pb de comprimento que atuam sobre um promotor para au-
mentar a sua transcricdo. Os exemplos incluem o intensificador de SV40 do
lado tardio dos 100 até 270 pb da origem de replicagéo, o intensificador do
promotor inicial de citomegalovirus, o intensificador de polioma do lado tardio
da origem de replicagao e os intensificadores de adenovirus.

Uma sequéncia de DNA pode ser inserida em um vetor através
de uma variedade de procedimentos. Em geral, a sequéncia de DNA ¢ liga-

da na posicao desejada no vetor apos a digestéo do inserto e do vetor com
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endonucleases de restricAo apropriadas. Alternativamente, pontas cegas
tanto no inserto quanto no vetor podem ser ligadas. Uma variedade de técni-
cas de clonagem é conhecida na técnica, por exemplo, como descrito em
Ausubel e Sambrook. Tais procedimentos e outros s&o considerados como
estando dentro do escopo da pericia da técnica.

O vetor pode estar na forma de um plasmideo, uma particula
viral ou um fago. Outros vetores incluem sequéncias de DNA cromossémi-
cas, ndo-cromossomicas e sintéticas, derivados de SV40; plasmideos bacte-
rianos, DNA de fago, baculovirus, plasmideos de levedura, vetores deriva-
dos de combinagdes de plasmideos e DNA de fago, DNA viral tal como vac-
cinia, adenovirus, fowl pox virus e pseudorraiva. Uma variedade de vetores
de clonagem e de expressao para uso com hospedeiros procaridticos e eu-
caridticos & descrita, por exemplo, por Sambrook.

Os vetores bacterianos particulares que podem ser utilizados
incluem os plasmideos disponiveis comerciaimente que compreendem ele-
mentos genéticos do vetor de clonagem pBR322 bem conhecido (ATCC
37017), pKK223-3 (Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, Suécia), GEM1
(Promega Biotec, Madison, WI, USA) pQE70, pQE60, pQE-9 (Qiagen),
pD10, psiX174 pBluescript Il KS, pNH8A, pNH16a, pNH18A, pNH46A (Stra-
tagene), ptrc99a, pKK223-3, pKK233-3, pDR540, pRITS (Pharmacia),
pKK232-8 e pCM7. Os vetores eucariéticos particulares incluem pSV2CAT,
pOG44, pXT1, pSG (Stratagene) pSVK3, pBPV, pMSG e pSVL (Pharmacia).
Entretanto, qualquer outro vetor pode ser utilizado contanto que este possa
ser replicado e viavel na célula hospedeira.

Células hospedeiras e células transformadas

A invencao fornece ainda uma célula transformada que compre-
ende uma sequéncia de acido nucleico da invencao, por exemplo, uma se-
quéncia que codifica uma fitase da invengao ou que compreende um cassete
de expressdo, um vetor, um veiculo de clonagem, um vetor de expressao,
um vetor de clonagem da invengao. A célula hospedeira pode ser qualquer
uma das células hospedeiras familiares aos versados na técnica, incluindo

células procaribticas, células eucaridticas, tais como células de bactéria, ce-
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lulas de fungo, células de levedura, células de mamifero, células de inseto
ou células vegetais. Os exemplos de células bacterianas incluem quaisquer
espécies dentro dos géneros Escherichia, Bacillus, Streptomyces, Salmonel-
la, Pseudomonas e Staphylococcus, incluindo, por exemplo, Escherichia coli,
Lactococcus lactis, Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Salmonella typhimurium,
Pseudomonas fluorescens. Os exemplos de células de fungo incluem quais-
quer espécies de Aspergillus. Os exemplos de células de levedura incluem
quaisquer espécies de Pichia, Saccharomyces, Schizosaccharomyces ou
Schwanniomyces, incluindo Pichia pastoris, Saccharomyces cerevisiae ou
Schizosaccharomyces pombe. Os exemplos de células de inseto incluem
quaisquer espécies de Spodoptera ou Drosophila, incluindo Drosophila S2 e
Spodoptera Sf9. Os exemplos de células de inseto incluem Drosophila S2 e
Spodoptera Sf9. Os exemplos de células de levedura incluem Pichia pasto-
ris, Saccharomyces cerevisiae ou Schizosaccharomyces pombe. Os exem-
plos de células de animais incluem CHO, COS ou melanoma de Bowes ou
qualquer linhagem de células de camundongo ou humana. A selegdo de um
hospedeiro apropriado esta dentro das capacidades dos versados na técni-
ca.

O vetor pode ser introduzido nas células hospedeiras utilizando
qualquer uma de uma variedade de técnicas, incluindo transformacéao, trans-
fecgao, transdugédo, infecgéo viral, pistolas génicas ou transferéncia génica
mediada por Ti. Os métodos particulares incluem transfec¢éo com fosfato de
calcio, transfeccdo mediada por DEAE-Dextrano, lipofecgéo ou eletropora-
¢ao (Davis, L., Dibner, M., Battey, |., Basic Methods in Molecular Biology,
(1986)).

Quando apropriado, as células hospedeiras engenheiradas po-
dem ser cultivadas em meios com nutrientes convencionais modificados
quando apropriado para a ativagdo de promotores, para a selecao de trans-
formantes ou para a amplificagdo dos genes da invengédo. Apés a transfor-
macado de uma cepa hospedeira adequada e o cultivo da cepa hospedeira
até uma densidade celular apropriada, o promotor selecionado pode ser in-

duzido através de meios apropriados (por exemplo, alteracdo da temperatura
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ou indugado quimica) e as células podem ser cultivadas durante um periodo
adicional para permitir que estas produzam o polipeptideo desejado ou um
fragmento do mesmo.

As células podem ser coletadas por centrifugagao, rompidas a-
través de meios fisicos ou quimicos e o extrato bruto resultante € mantido
para purificacao adicional. As células microbianas empregadas para a ex-
pressdo de proteinas podem ser rompidas através de qualquer método con-
veniente, incluindo ciclos de congelamento-descongelamento, ultrassom,
rompimento mecéanico ou uso de agentes de lise celular. Tais métodos sao
bem conhecidos pelos versados na técnica. O polipeptideo expresso ou o
fragmento do mesmo pode ser recuperado e purificado partindo de culturas
de células recombinantes através de métodos que incluem precipitagdo com
sulfato de aménio ou etanol, extragao acida, cromatografia por troca anidnica
ou catibnica, cromatografia em fosfocelulose, cromatografia por interagao
hidrofébica, cromatografia em hidroxilapatita e cromatografia em lectina. As
etapas de redobramento das proteinas podem ser utilizadas, quando neces-
sario, para completar a configuragéo do polipeptideo. Se desejado, a croma-
tografia liquida de alto desempenho (HPLC) pode ser empregada para as
etapas finais de purificagao.

Os constructos nas células hospedeiras podem ser utilizados de
uma maneira convencional para produzir o produto génico codificado pela
sequéncia recombinante. Dependendo do hospedeiro empregado em um
procedimento de produgéo recombinante, os polipeptideos produzidos pelas
células hospedeiras que contém o vetor podem ser glicosilados ou podem
ser nao-glicosilados. Os polipeptideos da invengéo podem ou nao incluir a-
inda um residuo de aminoacido metionina inicial.

Sistemas de traducéo isentos de células também podem ser
empregados para a produgéo de um polipeptideo da invengdo. Os sistemas
de tradugao isentos de células podem utilizar mRNAs transcritos partindo de
um constructo de DNA que compreende um promotor ligado de forma ope-
racional a um acido nucleico que codifica o polipeptideo ou um fragmento do

mesmo. Em alguns aspectos, o constructo de DNA pode ser linearizado an-
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tes de realizar uma reacgéao de transcrigcao in vitro. O mRNA transcrito € entao
incubado com um extrato de tradugao isento de células apropriado, tal como
um extrato de reticuldcitos de coelho, para a produgao do polipeptideo dese-
jado ou de um fragmento do mesmo.

Os vetores de expressao podem conter um ou mais genes mar-
cadores que podem ser selecionados para fornecer uma caracteristica feno-
tipica para a selegdao de células hospedeiras transformadas tal como di-
hidrofolato redutase ou resisténcia a neomicina para cultura de células euca-
ridticas ou tal como resisténcia a tetraciclina ou a ampicilina em E. coli.

Os acidos nucleicos da invengdo podem ser expressos ou su-
perexpressos, em qualquer sistema de expressao in vitro ou in vivo. Quais-
quer sistemas de cultura de células podem ser empregados para expressar
ou superexpressar, proteina recombinante, incluindo culturas bacterianas, de
inseto, de levedura, de fungo ou de mamifero. A superexpressao pode ser
realizada através da escolha apropriada de promotores, intensificadores,
vetores (por exemplo, uso de vetores de replicon, vetores dicistronicos (ver,
por exemplo, Gurtu (1996) Biochem. Biophys. Res. Commun. 229:295-8)),
meios, sistemas de cultura e similares. Em um aspecto, a amplificagéo géni-
ca utilizando marcadores de selegao, por exemplo, glutamina sintetase (ver,
por exemplo, Sanders (1987) Dev. Biol. Stand. 66:55-63), em sistemas de
células é utilizada para superexpressar os polipeptideos da invengao.

Varios sistemas de cultura de células de mamifero podem ser
empregados para expressar uma proteina recombinante e os exemplos de
sistemas de expressdo de mamifero incluem as linhagens COS-7 de fibro-
blastos renais de macaco, descritas em "SV40-transformed simian cells sup-
port the replication of early SV40 mutants" (Gluzman, 1981) e outras linha-
gens de células capazes de expressar um vetor compativel, por exemplo, as
linhagens de células C127, 3T3, CHO, HelLa e BHK. Os vetores de expres-
sao de mamifero compreenderdo uma origem de replicagéo, um promotor e
um intensificador adequados e também quaisquer sitios de ligagéo ao ribos-
somo necessarios, sitio de poliadenilagado, sitios doadores e receptores para

processamento, eequéncias de término da transcricdo e sequéncias nao-
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transcritas flanqueadoras a 5'. As sequéncias de DNA derivadas dos sitios
de combinacgéo e de poliadenilagdo de SV40 podem ser utilizadas para for-
necer os elementos genéticos ndo-transcritos necessarios.

As células hospedeiras que contém os polinucleotideos de inte-
resse podem ser cultivadas em meios de nutrientes convencionais modifica-
dos quando apropriado para a ativagcao de promotores, para a selegao de
transformantes ou para a amplificacdo de genes. As condi¢bes de cultura,
tais como temperatura, pH e similares, sdo aquelas utilizadas anteriormente
com a célula hospedeira selecionada para expressao e serao evidentes para
o versado comum na técnica. Os clones que sdo identificados como possu-
indo a atividade enzimatica especificada podem entdo ser sequenciados pa-
ra a identificacdo da sequéncia de polinucleotideos que codifica uma enzima
que possui a atividade aumentada.

Amplificacdo de Acidos Nucleicos

Na pratica da invengdo, os acidos nucleicos que codificam os
polipeptideos da invengao ou acidos nucleicos modificados, podem ser pro-
duzidos, por exemplo, através de amplificagdo. A invengéao fornece pares de
sequéncias de iniciadores de amplificagdo para a amplificagdo de acidos
nucleicos que codificam polipeptideos com uma atividade de fitase ou sub-
sequéncias dos mesmos, em que os pares de iniciadores s&o capazes de
amplificar sequéncias de acidos nucleicos que incluem o exemplo da SEQ ID
NO: 1 e pelo menos uma das modificagcbes de sequéncia especifica apre-
sentadas anteriormente. Um versado na técnica pode planejar pares de se-
quéncias de iniciadores de amplificagdo para qualquer parte de ou para o
comprimento completo destas sequéncias; por exemplo:

A SEQ ID NO: 1 "original" é
ATGAAAGCGATCTTAATCCCATTTTTATCTCTTCTGATTCCGTTAACCCCGCAATCTGCATTCGCTCAGAGTGAGC
CGGAGCTGAAGCTGGAAAGTGTGGTGATTGTCAGTCGTCATGGTGTGCGTGCTCCAACCAAGGCCACGCAACTGAT
GCAGGATGTCACCCCAGACGCATGGCCAACCTGGCCGGTAAAACTGGGTGAGCTGACACCGCGCGGTGGTGAGCTA
ATCGCCTATCTCGGACATTACTGGCGTCAGCGTCTGGTAGCCGACGGATTGCTGCCTAAATGTGGCTGCCCGCAGT
CTGGTCAGGTCGCGATTATTGCTGATGTCGACGAGCGTACCCGTAAAACAGGCGAAGCCTTCGCCGCCGGGCTGGC

ACCTGACTGTGCAATAACCGTACATACCCAGGCAGATACGTCCAGTCCCGATCCGTTATTTAATCCTCTAAAAACT
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GGCGTTTGCCAACTGGATAACGCGAACGTGACTGACGCGATCCTCGAGAGGGCAGGAGGGTCAATTGCTGACTTTA
CCGGGCATTATCAAACGGCGTTTCGCGAACTGGAACGGGTGCTTAATTTTCCGCAATCAAACTTGTGCCTTAAACG
TGAGAAACAGGACGAAAGCTGTTCATTAACGCAGGCATTACCATCGGAACTCAAGGTGAGCGCCGACTGTGTCTCA
TTAACCGGTGCGGTAAGCCTCGCATCAATGCTGACGGAGATATTTCTCCTGCAACARAGCACAGGGAATGCCGGAGC
CGGGGTGGGGAAGGATCACCGATTCACACCAGTGGAACACCTTGCTAAGTTTGCATAACGCGCAATTTGATTTGCT
ACAACGCACGCCAGAGGTTGCCCGCAGCCGCGCCACCCCGTTATTAGATTTGATCAAGACAGCGTTGACGCCCCAT
CCACCGCAAAAACAGGCGTATGGTGTGACATTACCCACTTCAGTGCTGTTTATCGCCGGACACGATACTAATCTGG
CARATCTCGGCGGCGCACTGGAGCTCAACTGGACGCTTCCCGGTCAGCCGGATAACACGCCGCCAGGTGGTGAACT
GGTGTTTGAACGCTGGCGTCGGCTAAGCGATAACAGCCAGTGGATTCAGGTTTCGCTGGTCTTCCAGACTTTACAG
CAGATGCGTGATAARAACGCCGCTGTCATTARATACGCCGCCCGGAGAGGTGAAACTGACCCTGGCAGGATGTGAAG
AGCGAAATGCGCAGGGCATGTGTTCGTTGGCAGGTTTTACGCARATCGTGAATGAAGCACGCATACCGGCGTGCAG
TTTGAGATCTCATCTA

Assim, um par de sequéncias de iniciadores de amplificagdo pa-
ra a amplificacdo desta sequéncia original ou de um dos exemplos de se-
quéncias da invengao que possui pelo menos uma das modificagcdes de se-
quéncia especificas apresentadas aqui, pode ser os residuos 1 até 21 da
SEQ ID NO: 1 (isto €, ATGAAAGCGATCTTAATCCCA) e o fita complemen-
tar dos ultimos 21 residuos da SEQ ID NO: 1 (isto &, o fita complementar de
TGCAGTTTGAGATCTCATCTA).

As reagdes de amplificagdo também podem ser utilizadas para
quantificar a quantidade de acido nucleico em uma amostra (tal como a
quantidade de mensagem em uma amostra de célula), para marcar o acido
nucleico (por exemplo, para aplica-lo em um arranjo ou um blot), para detec-
tar o acido nucleico ou para quantificar a quantidade de um acido nucleico
especifico em uma amostra. Em um aspecto da invengdo, a mensagem iso-
lada de uma célula ou de uma biblioteca de cDNA é amplificada. O versado
na técnica pode selecionar e planejar iniciadores de amplificacao de oligonu-
cleotideos. Os métodos de amplificagdo sdo bem conhecidos na técnica e
incluem, por exemplo, a reacdo em cadeia da polimerase, PCR (ver, por e-
xemplo, PCR PROTOCOLS, A GUIDE TO METHODS AND APPLICATI-
ONS, ed. Innis, Academic Press, N.Y. (1990) e PCR STRATEGIES (1995),

ed. Innis, Academic Press, Inc., N.Y.); reagcdo em cadeia da ligase (LCR)
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(ver, por exemplo, Wu (1989) Genomics 4:560; Landegren (1988) Science
241:1077; Barringer (1990) Gene 89:117); amplificagéo por transcricao (ver,
por exemplo, Kwoh (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:1173); e, replicagao
de sequéncias autossustentada (ver, por exemplo, Guatelli (1990) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 87:1874); amplificacao através da replicase Q Beta (ver, por
exemplo, Smith (1997) J. Clin. Microbiol. 35:1477-1491), ensaio de amplifi-
cacao automatizada através da replicase Q-beta (ver, por exemplo, Burg
(1996) Mol. Cell. Probes 10:257-271) e outras técnicas mediadas pela RNA
polimerase (por exemplo, NASBA, Cangene, Mississauga, Ontario); ver,
também Berger (1987) Methods Enzymol. 152:307-316; Sambrook; Ausubel;
Patentes U.S. Nos 4.683.195 e 4.683.202; Sooknanan (1995) Biotechnology
13:563-564.

Determinagédo do grau de identidade de sequéncia

A invencgao fornece um acido nucleico isolado, sintético ou re-
combinante que compreende uma sequéncia de acido nucleico que possui
pelo menos 70%, 71%, 72%, 73%, 74%, 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%,
81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ou mais de identidade de sequéncia com a
SEQ ID NO: 1 e que inclui pelo menos uma das modificagbes enumeradas
especificamente na SEQ ID NO: 1 discutidas anteriormente. Em um aspecto,
a extensao da identidade de sequéncia (homologia) pode ser determinada
utilizando qualquer programa de computador e parametros associados, in-
cluindo os descritos aqui, tal como BLAST 2.2.2 ou FASTA versao 3.0t78,
com os parametros predeterminados.

As sequéncias homdlogas incluem ainda sequéncias de RNA em
que as uridinas substituem as timinas nas sequéncias de acidos nucleicos.
As sequéncias homélogas podem ser obtidas utilizando qualquer um dos
procedimentos descritos aqui ou podem resultar da corregéo de um erro de
sequenciamento.

Varios programas de comparagdo de sequéncias identificados
aqui sao utilizados neste aspecto da invengdo. As identidades de sequéncia

de proteinas efou de acidos nucleicos (homologias) podem ser avaliadas
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utilizando qualquer um da variedade de algoritmos e programas de compa-
racao de sequéncias conhecidos na técnica. Tais algoritmos e programas
incluem, mas nao-estao limitados a TBLASTN, BLASTP, FASTA, TFASTA e
CLUSTALW (Pearson e Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85(8):2444-2448,
1988; Altschul e outros, J. Mol. Biol. 215(3):403-410, 1990; Thompson e ou-
tros, Nucleic Acids Res. 22(2):4673-4680, 1994; Higgins e outros, Methods
Enzymol. 266:383-402, 1996; Altschul e outros, J. Mol. Biol. 215(3):403-410,
1990; Altschul e outros, Nature Genetics 3:266-272, 1993.

A homologia ou a identidade pode ser medida utilizando um
software de analise de sequéncias (por exemplo, Sequence Analysis Softwa-
re Package of the Genetics Computer Group, University of Wisconsin Biote-
chnology Center, 1710 University Avenue, Madison, WI 53705). Tal software
combina sequéncias similares através da atribuicao de graus de homologia a
varias deleg¢des, substituicbes e outras modificagdes. Os termos "homologia"
e "identidade"” no contexto de duas ou mais sequéncias de acidos nucleicos
ou de polipeptideos, referem-se a duas ou mais sequéncias ou subsequén-
cias que sao as mesmas ou que possuem uma porcentagem especificada de
residuos de aminoacidos ou de nucleotideos que € a mesma quando compa-
radas e alinhadas para correspondéncia maxima ao longo de uma janela de
comparagao ou regiao indicada que é medida utilizando qualquer nimero de
algoritmos de comparagao de sequéncias ou através de alinhamento manual
e inspecgao visual. Para a comparacao de sequéncias, uma sequéncia pode
atuar como uma sequéncia de referéncia (um exemplo de sequéncia da in-
vengao) com a qual as sequéncias de teste sdo comparadas. Quando é utili-
zado um algoritmo de comparacao de sequéncias, sequéncias de teste e de
referéncia séo inseridas em um computador, coordenadas de subsequéncias
sdo determinadas, se necessario e os parametros do programa do algoritmo
de sequéncia sao designados. Podem ser utilizados os parametros preesta-
belecidos do programa ou parametros alternativos podem ser designados. O
algoristmo de comparacéo de sequéncias entdo calcula a porcentagem de
identidades de sequéncia para as sequéncias de teste em relagéo a sequén-

cia de referéncia, com base nos parametros do programa.
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Uma "janela de comparagao"”, como utilizado aqui, inclui referén-
cia a um segmento de qualquer um do nimero de residuos contiguos. Por
exemplo, em aspectos alternativos da invengéo, residuos contiguos variando
em qualquer lugar de 20 até o comprimento completo dos exemplos de se-
quéncias da invencao sdo comparados com uma sequéncia de referéncia do
mesmo numero de posicdes contiguas apds as duas sequéncias serem ali-
nhadas de forma 6tima. Se a sequéncia de referéncia tiver a identidade de
sequéncia necessaria em relagdo aos exemplos de sequéncias da invengao,
por exemplo, 98% de identidade de sequéncia com a SEQ ID NO: 1, SEQ ID
NO: 2 e possuir uma das modificagcdes de sequéncia especifica citadas ante-
riormente, tal sequéncia esta dentro do ambito da invengdo. Em modalida-
des alternativas, subsequéncias variando de aproximadamente 20 até 600,
aproximadamente 50 até 200 e aproximadamente 100 até 150 sdo compa-
radas com uma sequéncia de referéncia do mesmo numero de posigcoes
contiguas ap6s as duas sequéncias serem alinhadas de forma o¢tima. Os
métodos de alinhamento da sequéncia para comparagédo sao bem conheci-
dos na técnica. O alinhamento 6timo das sequéncias para comparagéo pode
ser realizado, por exemplo, pelo algoritmo de homologia local de Smith &
Waterman, Adv. Appl. Math. 2:482, 1981, pelo algoritmo de alinhamento por
homologia de Needleman & Wunsch, J. Mol. Biol. 48:443, 1970, pelo metodo
de busca por similaridade de Person & Lipman, Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA
85:2444, 1988, por implementagdes computadorizadas destes algoritmos
(GAP, BESTFIT, FASTA e TFASTA no Wisconsin Genetics Software Packa-
ge, Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, WI) ou por ali-
nhamento manual e inspecéo visual. Outros algoritmos para a determinagéo
de homologia ou identidade incluem, por exemplo, em adi¢cao ao programa
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool at the National Center for Bio-
logical Information), ALIGN, AMAS (Analysis of Muitiply Aligned Seguences),
AMPS (Protein Multiple Sequence Alignment), ASSET (Aligned Segment Sta-
tistical Evaluation Tool), BANDS, BESTSCOR, BIOSCAN (Biological Se-
quence Comparative Analysis Node), BLIMPS (BLocks IMProved Searcher),
FASTA, Intervals & Points, BMB, CLUSTAL V, CLUSTAL W, CONSENSUS,
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LCONSENSUS, WCONSENSUS, algoritmo de Smith-Waterman, DARWIN,
algoritmo de Las Vegas, FNAT (Forced Nucleotide Alignment Tool), Framea-
lign, Framesearch, DYNAMIC, FILTER, FSAP (Fristensky Sequence Analysis
Package), GAP (Global Alignment Program), GENAL, GIBBS, GenQuest,
ISSC (Sensitive Sequence Comparison), LALIGN (Local Sequence Align-
ment), LCP (Local Content Program), MACAW (Multiple Alignment Construc-
tion & Analysis Workbench), MAP (Multiple Alignment Program), MBLKP,
MBLKN, PIMA (Pattern-Induced Multi-sequence Alignment), SAGA (Se-
quence Alignment by Genetic Algorithm) e WHAT-IF. Tais programas de ali-
nhamento também podem ser utilizados para verificar bancos de dados ge-
némicos para identificar sequéncias de polinucleotideos que possuem se-
quéncias substancialmente idénticas. Esta disponivel um numero de bancos
de dados gendmicos, por exemplo, uma parte substancial do genoma huma-
no esta disponivel como parte do Human Genome Sequencing Project
(Gibbs, 1995). Varios genomas foram sequenciados, por exemplo, M. genita-
lium (Fraser e outros, 1995), M. jannaschii (Bult e outros, 1996), H. influen-
zae (Fleischmann e outros, 1995), E. coli (Blattner e outros, 1997) e levedura
(S. cerevisiae) (Mewes e outros, 1997) e D. melanogaster (Adams e outros,
2000). Também foi feito progresso significativo no sequenciamento dos ge-
nomas de organismos modelos, tais como camundongo, C. elegans e Ara-
badopsis sp. Os bancos de dados que contém informagao gendémica comen-
tada com alguma informacgéao funcional sdo mantidos por organizagcées dife-
rentes e sdo acessiveis pela internet.

Os algoritmos BLAST, BLAST 2.0 e BLAST 2.2.2 também sao
utilizados na pratica da invengao. Sao descritos, por exemplo, em Altschul
(1977) Nuc. Acids Res. 25:3389-3402; Altschul (1990) J. Mol. Biol. 215:403-
410. O software para a realizacao das analises de BLAST esta disponivel ao
publico através do National Center for Biotechnology Information. Este algo-
ritmo envolve uma primeira identificagdo de pares de sequéncias de alto va-
lor de escore (HSPs) através da identificacdao de palavras curtas de compri-
mento W na sequéncia de busca, que se combinam ou satisfazem parte do

escore T limiar de valor positivo quando alinhadas com uma palavra do
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mesmo comprimento em uma sequéncia do banco de dados. T é referido
como o limiar do escore da palavra da vizinhaga (Altschul (1990) supra). Es-
tas coincidéncias de palavras da vizinhanga iniciais atuam como origens pa-
ra o inicio de buscas para encontrar HSPs mais longos contendo as mes-
mas. As coincidéncias de palavras sao estendidas em ambas as diregbes ao
longo de cada sequéncia até o ponto que o escore de alinhamento cumulati-
vo possa ser aumentado. Os escores cumulativos séo calculados utilizando,
para sequéncias de nucleotideos, os pardmetros M (escore de recompensa
para um par de residuos que se combinam; sempre >0). Para sequéncias de
aminoacidos, uma matriz de obtencao de escore é utilizada para calcular o
escore cumulativo. A extensdo das coincidéncias das palavras em cada dire-
cao é interrompida quando: o escore de alinhamento cumulativo diminui até
a quantidade X partindo de seu valor maximo atingido; o escore cumulativo
vai até zero ou abaixo disso, devido ao acumulo de um ou mais alinhamen-
tos de residuos com escore negativo; ou o final de qualquer uma das se-
quéncias é atingido. Os parametros W, T e X do algoritmo BLAST determi-
nam a sensibilidade e a velocidade do alinhamento. O programa BLASTN
(para sequéncias de nucleotideos) utiliza como valores preestabelecidos um
comprimento de palavra (W) de 11, uma expectativa (E) de 10, M=5, N=-4 e
uma comparacgéo de ambos os fitas. Para as sequéncias de aminoacidos, o
programa BLASTP utiliza como valores preestabelecidos um comprimento
de palavra de 3 e expectativas (E) de 10 e a matriz de obtengéo de escore
BLOSUMSG2 (ver, Henikoff & Henikoff (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
89:10915) alinhamentos (B) de 50, expectativa (E) de 10, M=5, N= -4 e uma
comparacdo de ambos os fitas. O algoritmo BLAST também realiza uma
analise estatistica da similaridade entre duas sequéncias (ver, por exemplo,
Karlin & Altschul (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:5873). Uma medida da
similaridade fornecida pelo algoritmo BLAST é a probabilidade da menor
soma (P(N)), que fornece uma indicagéo da probabilidade em que uma com-
binacdo entre duas sequéncias de nucleotideos ou de aminoacidos ocorreria
ao acaso. Por exemplo, um acido nucleico é considerado similar a uma se-

quéncia de referéncia se a probabilidade da menor soma em uma compara-
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¢ao do acido nucleico de teste com o acido nucleico de referéncia for menor
que aproximadamente 0,2, menor que aproximadamente 0,01 ou menor que
aproximadamente 0,001. Em um aspecto, as homologias de sequéncias de
proteinas e de acidos nucleicos sao avaliadas utilizando a Basic Local A-
lignment Search Tool ("BLAST"). Por exemplo, cinco programas BLAST es-
pecificos podem ser utilizados para realizar a tarefa a seguir: (1) BLASTP e
BLAST3 comparam uma sequéncia de aminoacidos de busca contra um
banco de dados de sequéncias de proteinas; (2) BLASTN compara uma se-
quéncia de nucleotideos de busca contra um banco de dados de sequéncias
de nucleotideos; (3) BLASTX compara os produtos da tradugdo conceitual
de seis quadros de uma sequéncia de nucleotideos de busca (ambas as fi-
tas) contra um banco de dados de sequéncias de proteinas; (4) TBLASTN
compara uma sequéncia de proteina de busca contra um banco de dados de
sequéncias de nucleotideos traduzido em todos os seis quadros de leitura
(ambas as fitas); e, (5) TBLASTX compara as tradugdes de seis quadros de
uma sequéncia de nucleotideos de busca contra as tradugbes de seis qua-
dros de um banco de dados de sequéncias de nucleotideos. Os programas
BLAST identificam sequéncias homdélogas através da identificagcdo de seg-
mentos similares, que sao referidos aqui como "pares de segmentos de alto
valor de escore", entre uma sequéncia de aminoacidos ou de acido nucleico
de busca e uma sequéncia de teste que pode ser obtida partindo de um
banco de dados de sequéncias de proteinas ou de acidos nucleicos. Os pa-
res de segmentos de alto valor de escore podem ser identificados (isto €,
alinhados) através de uma matriz de obtengdo de escore, das quais muitas
sao conhecidas na técnica. Um exemplo de matriz de obtencao de escore
utilizada é a matriz BLOSUMG62 (Gonnet e outros, Science 256:1443-1445,
1992; Henikoff e Henikoff, Proteins 17:49-61, 1993). Alternativamente, as
matrizes PAM ou PAM250 podem ser utilizadas (ver, por exemplo, Schwartz
e Dayhoff, eds., 1978, Matrices for Detecting Distance Relationships: Atlas of
Proteins Sequence and Structure, Washington: National Biomedical Resear-

ch Foundation).
Em um aspecto da invengao, para determinar se um acido nucle-
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ico possui a identidade de sequéncia necessaria para estar dentro do ambito
da invencgéao, sao utilizados os programas BLAST 2.2.2 do NCBI. Opg¢des
preestabelecidas para blastp. H& aproximadamente 38 opgdes de ajuste no
programa BLAST 2.2.2. Neste exemplo de aspecto da invencgéo, todos os
valores preestabelecidos sao utilizados exceto para o ajuste de filtro prees-
tabelecido (isto é, todos os parametros ajustados para os valores preestabe-
lecidos exceto o filtro que é ajustado em OFF); no seu lugar é utilizado um
ajuste "-F F", que desativa o filtro. O uso do filtro com valores preestabeleci-
dos resuita frequentemente em violagdes de Karlin-Altschul devido ao com-
primento curto da sequéncia.

Os valores preestabelecidos utilizados neste exemplo de aspec-
to da invencao incluem:

"Filtro para complexidade baixa: ON

> Tamanho de Palavra: 3

> Matriz: Blosum62

> Custos de espacgo: Existéncia: 11

> Extensao: 1"

"Filtro para complexidade baixa: ON

Outros ajustes preestabelecidos sao: filtro para complexidade
baixa OFF, tamanho de palavra de 3 para proteina, matriz BLOSUM62, pe-
nalidade para existéncia de espago de -11 e uma penalidade para extensao
de espaco de -1.
Sistemas de computador e produtos de programas de computador

Para determinar e identificar identidades de sequéncia, homolo-
gias estruturais, motivos e similares in silico a sequéncia da invencao pode
ser armazenada, gravada e manipulada em qualquer meio que pode ser lido
e acessado por um computador. Os motivos que podem ser detectados utili-
zando os programas anteriores incluem sequéncias que codificam ziperes
de leucina, motivos de hélice-volta-hélice, sitios de glicosilacdo, sitios de
ubiquitinacao, alfa hélices e folhas beta, sequéncias sinais que codificam
peptideos sinais que direcionam a secreg¢do das proteinas codificadas, se-

quéncias implicadas na regulagdo da transcricdo tais como homeoboxes,
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fitas acidos, sitios ativos enzimaticos, sitios de ligagdo ao substrato e sitios
de clivagem enzimatica.

Consequentemente, a invencéao fornece computadores, sistemas
de computador, meios que pode ser lido pelo computador, produtos de pro-
gramas de computador e similares gravadas ou armazenadas no mesmo as
sequéncias de acidos nucleicos e de polipeptideos da invencao, por exem-
plo, os exemplos de sequéncias da invengdo. Como utilizado aqui, as pala-
vras "gravado(a)" e "armazenado(a)" referem-se a um processo para arma-
zenar informagao em um meio de computador. Um versado na técnica pode
facilmente adaptar quaisquer métodos conhecidos para gravar informacgao
em um meio que pode ser lido pelo computador para gerar produtos que
compreendem uma ou mais das sequéncias de Aacidos nucleicos e/ou de
polipeptideos da invencdo. Como utilizado aqui, os termos "computador”,
"programa de computador” e "processador” sao utilizados em seus contextos
gerais mais amplos e incorporam todos tais dispositivos, que sdo descritos
aqui.

Um outro aspecto da invengao € um meio que pode ser lido pelo
computador que possui gravado no mesmo pelo menos uma sequéncia de
acido nucleico e/ou de polipeptideo da invencao. Os meios que podem ser
lidos pelo computador incluem meios que podem ser lidos de forma magné-
tica, meios que podem ser lidos de forma 6ptica, meios que podem ser lidos
de forma eletrénica e meios magnéticos/épticos. Por exemplo, os meios que
podem ser lidos pelo computador podem ser um disco rigido, um disquete,
uma fita magnética, um CD-ROM, um Disco Versatil Digital (DVD), uma Me-
morio de Acesso Aleatério (RAM) ou uma Memédria Apenas para Leitura
(ROM) assim como outros tipos de outros meios conhecidos pelos versados
na técnica.

Os aspectos da invengao incluem sistemas (por exemplo, siste-
mas baseados na internet), particularmente sistemas de computador, que
armazenam e manipulam as sequéncias e a infformagao de sequéncias des-
critas aqui. Um exemplo de um sistema de computador 100 ¢é ilustrado na

forma de um diagrama de blocos na Figura 1. Como utilizado aqui, "um sis-
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tema de computador” refere-se aos componentes de hardware, aos compo-
nentes de software e aos componentes de armazenamento de dados utiliza-
dos para analisar uma sequéncia de nucleotideos ou de polipeptideo da in-
vengdo. O sistema de computador 100 pode incluir um processador para
processar, acessar € manipular os dados das sequéncias. O processador
105 pode ser qualquer tipo bem conhecido de unidade de processamento
central, tal como, por exemplo, o Pentium IlI da Intel Corporation ou um pro-
cessador similar da Sun, Motorola, Compaq, AMD ou International Business
Machines. O sistema de computador 100 € um sistema de finalidades gerais
que compreende o processador 105 e um ou mais componentes de armaze-
namento de dados internos 110 para armazenar dados € um ou mais dispo-
sitivos para a recuperacao de dados armazenados nos componentes de ar-
mazenamento de dados. Um versado na técnica pode facilmente considerar
que qualquer um dos sistemas de computador disponiveis atualmente é a-
dequado.

Em um aspecto, o sistema de computador 100 inclui um proces-
sador 105 conectado a um barramento que é conectado a uma memodria
principal 115 (pode ser implementada como RAM) € um ou mais dispositivos
de armazenamento de dados internos 110, tal como um disco rigido e/ou
outros meios que podem ser lidos pelo computador que possuem dados gra-
vados nos mesmos. O sistema de computador 100 pode incluir ainda um ou
mais dispositivos de armazenamento de dados 118 para a leitura dos dados
armazenados nos dispositivos de armazenamento de dados internos 110.

O dispositivo de recuperacao de dados 118 pode representar,
por exemplo, um drive para disquete, um drive para disco compacto, um dri-
ve para fita magnética ou um modem capaz de se conectar a um sistema de
armazenamento de dados remoto (por exemplo, através da internet) etc. Em
algumas modalidades, o dispositivo de armazenamento de dados interno
110 é um meio que pode ser lido pelo computador removivel tal como um
disquete, um disco compacto, uma fita magnética etc. contendo logica de
controle e/ou dados registrados no mesmo. O sistema de computador 100

pode vantajosamente incluir ou ser programado através de um software a-




10

15

20

25

30

57

propriado para a leitura da légica de controle e/ou dos dados do componente
de armazenamento de dados uma vez inseridos nos dispositivo de recupe-
racao de dados.

O sistema de computador 100 inclui um monitor 120 que é utili-
zado para exibir o produto para um usuario do computador. Deve também
ser citado que o sistema de computador 100 pode ser ligado a outros siste-
mas de computador 125a-c em uma rede ou uma rede de area ampla para
fornecer acesso centralizado ao sistema de computador 100. O software pa-
ra acessar e processar as sequéncias de nucleotideos ou de aminoacidos da
invengao pode ficar na memoaria principal 115 durante a execugéo.

Em alguns aspectos, o sistema de computador 100 pode com-
preender ainda um algoritmo de comparacao de sequéncias para a compa-
racao de uma sequéncia de acido nucleico da invengao. O algoritmo e a(s)
sequéncia(s) também podem ser armazenados em um meio que pode ser
lido pelo computador. Um "algoritmo de compara¢ao de sequéncias” refere-
se a um ou mais programas que sao implementados (de forma local ou re-
mota) no sistema de computador 100 para comparar uma sequéncia de nu-
cleotideos com outras sequéncias de nucleotideos e/ou compostos armaze-
nados dentro de um meio de armazenamento de dados. Por exemplo, o al-
goristmo de comparagado de sequéncias pode comparar as sequéncias de
nucleotideos da invengao com a sequéncia SEQ ID NO: 1 e/ou SEQ ID NO:
2 "original", armazenada em um meio que pode ser lido pelo computador
com as sequéncias de referéncia armazenadas em um meio que pode ser
lido pelo computador para identificar homologias ou motivos estruturais.

Os parametros utilizados com os algoritmos anteriores podem
ser adaptados dependendo do comprimento e do grau de homologia da se-
quéncia estudada. Em alguns aspectos, os parametros podem ser parame-
tros preestabelecidos utilizados pelos algoritmos na auséncia de instrugées
do usuario. A Figura 2 é um diagrama de fluxo que ilustra um aspecto de um
processo 200 para a comparagdo de uma nova sequéncia de nucleotideos
ou de proteina com um banco de dados de sequéncias para determinar os

niveis de homologia entre a nova sequéncia e as sequéncias no banco de
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dados. O banco de dados de sequéncias pode ser um banco de dados pri-
vado armazenado dentro do sistema de computador 100 ou um banco de
dados publico tal como o GENBANK que esta disponivel através da Internet.
O processo 200 comega em uma posigao de inicio 201 e entado se move pa-
ra uma posicdo 202 em que a nova sequéncia que sera comparada € arma-
zenada em uma memoéria em um sistema de computador 100. Como discuti-
do anteriormente, a meméria poderia ser qualquer tipo de meméria, incluindo
RAM ou um dispositivo de armazenamento interno.

O processo 200 entdo se move para uma posicao 204 em que
um banco de dados de sequéncias é aberto para a analise e a comparacgéo.
O processo 200 entdao se move para uma posicao 206 em que a primeira
sequéncia armazenada no banco de dados ¢ lida em uma meméria no com-
putador. Uma comparagio é entdo realizada em uma posicéo 210 para de-
terminar se a primeira sequéncia € a mesma que a segunda sequéncia. E
importante citar que esta etapa nao-esta limitada a realizagao de uma com-
paracdo exata entre a nova sequéncia e a primeira sequéncia no banco de
dados. Métodos bem conhecidos sdo conhecidos pelos versados na técnica
para a comparagéo de duas sequéncias de nucleotideos ou de proteinas,
mesmo se estas ndo forem idénticas. Por exemplo, podem ser introduzidos
espacos em uma sequéncia para aumentar o nivel de homologia entre as
duas sequéncias testadas. Os parametros que controlam o fato de espagos
ou outras caracteristicas serem introduzidas em uma sequéncia durante a
comparacao sado normalmente inseridos pelo usuario do sistema de compu-
tador.

Uma vez que uma comparacao das duas sequéncias foi realiza-
da na posicao 210, é feita uma determinagdo em uma posicéo de deciséo
210 se as duas sequéncias sdo as mesmas. Evidentemente, o termo "as
mesmas" nao-esta limitado as sequéncias que sao absolutamente idénticas.
Sequéncias que estdo dentro dos parametros de homologia inseridos pelo
usuario serdo marcadas como "as mesmas" no processo 200. Se for feita
uma determinacdo de que as duas sequéncias sao as mesmas, O processo

200 se move para uma posi¢ao 214 em que o nome da sequéncia do banco
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de dados é exibido para o usuario. Esta posi¢gao notifica ao usuario que a
sequéncia com o nome exibido satisfaz as restricbes de homologia que fo-
ram inseridas. Uma vez que o nome da sequéncia armazenada é exibido
para o usuario, o processo 200 se move para uma posi¢ao de decisdo 218
em que é feita uma determinagido se existem mais sequéncias no banco de
dados. Se nao existirem mais sequéncias no banco de dados, entao o pro-
cesso 200 termina na posicao final 220. Entretanto, se existirem mais se-
guéncias no banco de dados, entao o processo 200 se move para uma posi-
cao 224 em que um indicador é movido para a sequéncia seguinte no banco
de dados de forma que esta pode ser comparada com a nova sequéncia.
Desta maneira, a nova sequéncia é alinhada e comparada com cada se-
quéncia no banco de dados.

Deve ser citado que se tiver sido feita uma determinagao na po-
sicao de decisdao 212 de que as sequéncias nao eram homologas, entao o
processo 200 se moveria imediatamente para a posi¢ao de decisdo 218 para
determinar se quaisquer outras sequéncias estariam disponiveis no banco
de dados para comparagéo. Consequentemente, um aspecto da invengéo €
um sistema de computador que compreende um processador, um dispositivo
de armazenamento de dados que possui armazenado no mesmo uma se-
quéncia de acido nucleico da invengdo e uma sequéncia comparadora para
realizar a comparacao. A sequéncia comparadora pode indicar um nivel de
homologia entre as sequéncias comparadas ou identificar motivos estruturais
ou pode identificar motivos estruturais em sequéncias que sao comparadas
com estes codigos de acidos nucleicos e cédigos de polipeptideos.

A Figura 3 & um diagrama de fluxo que ilustra uma modalidade
de um processo 250 em um computador para determinar se duas sequén-
cias sdo homoélogas. O processo 250 comega em uma posigao de inicio 252
e entdo se move para uma posi¢ao 254 em que uma primeira sequéncia que
sera comparada & armazenada em uma memoria. A segunda sequéncia que
sera comparada é entdo armazenada em uma memoria em uma posigcao
256. O processo 250 entao se move para uma posigdo 260 em que o primei-

ro caractere na primeira sequéncia é lido e entdao para uma posicao 262 em
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que o primeiro caractere da segunda sequéncia é lido. Deve ser entendido
que se a sequéncia for uma sequéncia de nucleotideos, entdo o caractere
seria normalmente A, T, C, G ou U. Se a sequéncia for uma sequéncia de
proteina, entao este pode ser um cédigo de aminoacido de uma unica letra
de forma que a primeira e a segunda sequéncias podem ser facilmente
comparadas. E feita entdo uma determinacdo em uma posicio de decisdo
264 se os dois caracteres sdo os mesmos. Se estes forem os mesmos, en-
tao o processo 250 se move para uma posicao 268 em que os caracteres
seguintes na primeira e na segunda sequéncias séo lidos. E feita entdo uma
determinacgéao se os caracteres seguintes sdo os mesmos. Se forem, entdo o
processo 250 continua este procedimento repetidamente até que os dois
caracteres nao sejam os mesmos. Se for feita uma determinacao de que os
dois caracteres seguintes ndo sao os mesmos, o processo 250 se move pa-
ra uma posicao de decisdo 274 para determinar se ha mais caracteres em
qualquer uma das sequéncias para serem lidos. Se n&o houver mais carac-
teres para serem lidos, entdo o processo 250 se move para uma posigao
276 em que o nivel de homologia entre a primeira e a segunda sequéncias &
exibido para o usuario. O nivel de homologia é determinado através do cal-
culo da proporcao de caracteres entre as sequéncias que eram 0s mesmos
do numero total de sequéncias na primeira sequéncia. Assim, se cada carac-
tere em uma primeira sequéncia de 100 nucleotideos tiver se alinhado com
cada caractere em uma segunda sequéncia, o nivel de homologia seria de
100%.

Alternativamente, o programa de computador pode comparar
uma sequéncia de referéncia com uma sequéncia da invengao para determi-
nar se as sequéncias diferem em uma ou mais posi¢oes. O programa pode
registrar o comprimento e a identidade de nucleotideos ou de residuos de
aminoacidos inseridos, deletados ou substituidos em relagdo a sequéncia da
referéncia ou da invengao. O programa de computador pode ser um progra-
ma que determina se uma sequéncia de referéncia contém um polimorfismo
de um unico nucleotideo (SNP) em relagdo a uma sequéncia da invengao

ou, se uma sequéncia da invengao compreende um SNP de uma sequéncia
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conhecida. Assim, em alguns aspectos, o programa de computador é um
programa que identifica SNPs. O método pode ser implementado através
dos sistemas de computador descritos anteriormente e do método ilustrado
na Figura 3. O método pode ser realizado através da leitura de uma sequén-
cia da invencao e das sequéncias de referéncia através do uso do programa
de computador e da identificacdo de diferengas com o programa de compu-
tador.

Em outros aspectos, o sistema baseado no computador compre-
ende um identificador para a identificagdo de caracteristicas dentro de um
acido nucleico ou um polipeptideo da invencdo. Um "identificador" refere-se
a um ou mais programas que identificam certas caracteristicas dentro de
uma sequéncia de acido nucleico. Por exemplo, um identificador pode com-
preender um programa que identifica um quadro aberto de leitura (ORF) em
uma sequéncia de acido nucleico. A Figura 4 € um diagrama de fluxo que
ilustra um aspecto de um processo de identificagdo 300 para a detecgao da
presenca de uma caracteristica em uma sequéncia. O processo 300 comeca
em uma posicao de inicio 302 e entdo se move para uma posigdo 304 em
gue uma primeira sequéncia que sera verificada em relacéo as caracteristi-
cas é armazenada em uma memodria 115 no sistema de computador 100. O
processo 300 entdo se move para uma posigdo 306 em que um banco de
dados de caracteristicas de sequéncias é aberto. Tal banco de dados inclui-
ria uma lista de cada atributo das caracteristicas junto com o nome da carac-
teristica. Por exemplo, um nome de caracteristica poderia ser "Coédon de
Inicio" e o atributo seria "ATG". Um outro exemplo seria o nome da caracte-
ristica "TAATAA Box" o atributo da caracteristica seria "TAATAA". Um exem-
plo de tal banco de dados é produzido pela University of Wisconsin Genetics
Computer Group. Alternativamente, as caracteristicas podem ser motivos
estruturais de polipeptideos tais como alfa hélices, folhas beta ou motivos
funcionais de polipeptideos tais como sitios ativos enzimaticos, motivos de
hélice-volta-hélice ou outros motivos conhecidos pelos versados na técnica.
Uma vez que o banco de dados de caracteristicas & aberto na posicao 306,

o processo 300 se move para uma posi¢cao 308 em que a primeira caracte-
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ristica é lida partindo do banco de dados. E feita entao uma comparacao do
atributo da primeira caracteristica com a primeira sequéncia em uma posigao
310. E feita entdo uma determinagdao em uma posicao de decisdo 316 se o
atributo da caracteristica foi observado na primeira sequéncia. Se o atributo
foi observado, entao o processo 300 se move para uma posigdo 318 em que
0 nome da caracteristica observada & exibido para o usuario. O processo
300 entdao se move para uma posigdo de decisdo 320 em que é feita uma
determinacao se ha mais caracteristicas no banco de dados. Se ndo houver
mais caracteristicas, entao o processo 300 termina em uma posicao final
324. Entretanto, se houver mais caracteristicas no banco de dados, entdo o
processo 300 Ié a caracteristica de sequéncia seguinte em uma posicao 326
e o processo ocorre repetidamente de volta para a posicao 310 em que o
atributo da caracteristica seguinte € comparado contra a primeira sequéncia.
Se o atributo da caracteristica nao for observado na primeira sequéncia na
posicao de decisdo 316, o processo 300 se move diretamente para a posi-
¢ao de decisao 320 para determinar se quaisquer mais caracteristicas exis-
tem no banco de dados. Assim, em um aspecto, a invengao fornece um pro-
grama de computador que identifica quadros abertos de leitura (ORFs).

Uma sequéncia de polipeptideo ou de acido nucleico da inven-
¢ao pode ser gravada e manipulada em uma variedade de programas de
processamento de dados em uma variedade de formatos. Por exemplo, uma
sequéncia pode ser gravada na forma de texto em um arquivo de processa-
mento de palavras, tal como MicrosoftWORD ou WORDPERFECT ou na
forma de um arquivo ASCIl em uma variedade de programas de bancos de
dados familiares aos versados na técnica, tal como DB2, SYBASE ou ORA-
CLE. Em adig¢ao, muitos programas de computador e bancos de dados po-
dem ser utilizados como algoritmos de comparacédo de sequéncias, identifi-
cadores ou fontes de sequéncias de nucleotideos ou sequéncias de polipep-
tideos de referéncia que serao comparadas com uma sequéncia de acido
nucleico da invencédo. Os programas e os bancos de dados utilizados na pra-
tica da invencdo incluem, mas nao-estdo limitados a: MacPattern (EMBL),

DiscoveryBase (Molecular Applications Group), GeneMine (Molecular Appli-
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cations Group), Look (Molecular Applications Group), MacLook (Molecular
Applications Group), BLAST e BLAST2 (NCBI), BLASTN e BLASTX (Altschul
e outros, J. Mol. Biol. 215: 403, 1990), FASTA (Pearson e Lipman, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 85: 2444, 1988), FASTDB (Brutlag e outros Comp. App. Bi-
osci. 6:237-245, 1990), Catalyst (Molecular Simulations Inc.), Ca-
talyst/SHAPE (Molecular Simulations Inc.), Cerius2,DBAccess (Molecular
Simulations Inc.), HypoGen (Molecular Simulations Inc.), Insight 1l, (Molecu-
lar Simulations Inc.), Discover (Molecular Simulations Inc.), CHARMm (Mole-
cular Simulations Inc.), Felix (Molecular Simulations Inc.), DelPhi, (Molecular
Simulations Inc.), QuanteMM, (Molecular Simulations Inc.), Homology (Mole-
cular Simulations Inc.), Modeler (Molecular Simulations Inc.), ISIS (Molecular
Simulations Inc.), Quanta/Protein Design (Molecular Simulations Inc.), We-
bLab (Molecular Simulations Inc.), WebLab Diversity Explorer (Molecular Si-
mulations Inc.), Gene Explorer (Molecular Simulations Inc.), SeqFold (Mole-
cular Simulations Inc.), o banco de dados MDL Available Chemicals Direc-
tory, o banco de dados MDL Drug Data Report, o banco de dados Compre-
hensive Medicinal Chemistry, o banco de dados Derwent's World Drug Index,
o banco de dados BioByteMasterFile, o banco de dados Genbank e o banco
de dados Genseqn. Muitos outros programas e bancos de dados serao evi-
dentes para um versado na técnica fornecida a presente divulgacgéo.

Os motivos que podem ser detectados utilizando os programas
anteriores incluem sequéncias que codificam ziperes de leucina, motivos de
hélice-volta-hélice, sitios de glicosilagao, sitios de ubiquitinagéo, alfa hélices
e folhas beta, sequéncias sinais que codificam peptideos sinais que direcio-
nam a secregio de proteinas codificadas, sequéncias implicadas na regula-
céo da transcricao tais como homeoboxes, fitas &cidos, sitios ativos enzima-
ticos, sitios de ligagéo ao substrato e sitios de clivagem enzimatica.

Inibicdo da Expressao de uma Fitase
A invencao fornece ainda acidos nucleicos complementares (por

exemplo, sequéncias antissenso) as sequéncias de acidos nucleicos da in-
vencéo, incluindo acidos nucleicos que compreendem antissenso, iRNA, ri-

bozimas. As sequéncias antissenso sao capazes de inibir o transporte, o
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processamento e a transcricdo dos genes que codificam a fitase. A inibicao
pode ser realizada através do direcionamento do DNA genémico ou do RNA
mensageiro. A transcrigdo ou a fungdo do acido nucleico direcionado pode
ser inibida, por exemplo, através de hibridizagao e/ou clivagem. Um conjunto
particularmente util de inibidores fornecidos pela presente invencao inclui
oligonucleotideos que sao capazes de se ligar ao gene ou a mensagem da
fitase, em qualquer um dos casos prevenindo ou inibindo a produgao ou a
funcéo da enzima fitase. A associagado pode ser através de hibridizagéo es-
pecifica a sequéncia. Uma outra classe Util de inibidores inclui oligonucleoti-
deos que causam a inativagcdo ou a clivagem da mensagem da fitase. O oli-
gonucleotideo pode ter atividade enzimatica que causa tal clivagem, tal co-
mo ribozimas. O oligonucleotideo pode ser quimicamente modificado ou con-
jugado com uma enzima ou uma composicao capaz de clivar o acido nuclei-
co complementar. Pode ser verificado um conjunto de muitos tais oligonu-
cleotideos diferentes em relagdo aqueles com a atividade desejada.

Oligonucleotideos Antissenso

A invencao fornece oligonucleotideos antissenso que compreen-
dem as novas modificagées de sequéncias de fitase da invencao, em que
estes oligonucleotideos antissenso sdo capazes de se ligar 2 mensagem da
fitase o que pode inibir a atividade da fitase através do direcionamento ao
MRNA. As estratégias para o planejamento de oligonucleotideos antissenso
sao bem descritas na literatura cientifica e de patentes e o versado na técni-
ca pode planejar tais oligonucleotideos de fitase utilizando os novos reagen-
tes da invengao. Por exemplo, os protocolos de "gene walking"/mapeamento
de RNA para verificar oligonucleotideos antissenso eficientes s&do bem co-
nhecidos na técnica, ver, por exemplo, Ho (2000) Methods Enzymol.
314:168-183, que descreve um ensaio de mapeamento de RNA, que se ba-
sea nas técnicas moleculares padronizadas para fornecer um método facil e
confiavel para a selecdo de sequéncias antissenso potentes. Ver, também
Smith (2000) Euro. J. Pharm. Sci. 11:191-198.

Os acidos nucleicos que ocorrem naturalmente sao utilizados

como oligonucleotideos antissenso. Os oligonucleotideos antissenso tam-
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bém podem ter qualquer comprimento; por exemplo, em aspectos alternati-
vos, os oligonucleotideos antissenso tém entre aproximadamente 5 até 100,
aproximadamente 10 até 80, aproximadamente 15 até 60, aproximadamente
18 até 40. O comprimento 6timo pode ser determinado através de classifica-
cao de rotina. Os oligonucleotideos antissenso podem estar presentes em
qualquer concentracdo. A concentracdo 6tima pode ser determinada através
de classificagdo de rotina. E conhecida uma ampla variedade de analogos
de nucleotideos e de acidos nucleicos que nao ocorrem naturalmente sinteti-
cos que podem ser direcionados para este problema potencial. Por exemplo,
os acidos nucleicos peptidicos (PNAs) que contém estruturas nao idnicas,
tais como unidades de N-(2-aminoetil) glicina podem ser utilizados. Os oligo-
nucleotideos antissenso que possuem ligacoes fosforotioato também podem
ser utilizados, como descrito em WO 97/03211; WO 96/39154; Mata (1997)
Toxicol Appl Pharmacol 144:189-197; Antisense Therapeutics, ed. Agarwal
(Humana Press, Totowa, N.J., 1996). Os oligonucleotideos antissenso que
possuem analogos de estruturas de DNA sintéticos fornecidos pela invengao
podem incluir ainda acidos nucleicos fosforoditioatos, metilfosfonatos, fosfo-
ramidatos, alquil fosfotriésteres, sulfamatos, 3'-tioacetais, metile-
no(metilimino), 3'-N-carbamatos e morfolino carbamatos, como descrito an-
teriormente.

A metodologia de quimica combinatdria pode ser utilizada para
criar vastos numeros de oligonucleotideos que podem ser rapidamente veri-
ficados em relacdo a oligonucleotideos especificos que possuem afinidades
e especificidades de ligagao apropriadas em diregdo a quaiquer alvo, tais
como as sequéncias de fitase senso e antissenso da invengao (ver, por e-
xemplo, Gold (1995) J. of Biol. Chem. 270:13581-13584).

Ribozimas Inibidoras

A invencao fornece ribozimas que compreendem as novas modi-
ficacdes de sequéncias de fitase da invengao, em que as ribozimas da in-
vencdo sao capazes de se ligar a mensagem da fitase o que pode inibir a
atividade da enzima fitase através do direcionamento ao mRNA. As estraté-

gias para o planejamento de ribozimas e para a selegéo de sequéncia antis-
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senso especifica a fitase para o direcionamento sao bem descritas na litera-
tura cientifica e de patentes e o versado na técnica pode planejar tais ribo-
zimas utilizando os novos reagentes da invengdo. As ribozimas atuam atra-
vés da ligacdo a um RNA alvo através da parte de ligacdo ao RNA alvo de
uma ribozima que € mantida em proximidade intima com uma parte enzima-
tica do RNA que cliva o RNA alvo. Assim, a ribozima reconhece e se liga a
um RNA alvo através do pareamento de bases complementares e uma vez
ligada ao sitio correto, atua enzimaticamente para clivar e inativar o RNA
alvo. A clivagem de um RNA alvo de tal maneira destruira sua capacidade
de direcionar a sintese de uma proteina codificada se a clivagem ocorrer na
sequéncia codificadora. Apés uma ribozima ter se ligado e clivado seu RNA
alvo, esta é tipicamente liberada de tal RNA e assim pode se ligar e clivar
novos alvos repetidamente.

Em algumas circunstancias, a natureza enzimatica de uma ribo-
zima pode ser vantajosa em relagao a outras tecnologias, tal como a tecno-
logia antissenso (em que uma molécula de acido nucleico simplesmente se
liga a um acido nucleico alvo para bloquear sua transcric&o, tradugéo ou as-
sociagdo com uma outra molécula) uma vez que a concentragao eficiente de
ribozima necessaria para realizar um tratamento terapéutico pode ser menor
que a de um oligonucleotideo antissenso. Esta vantagem potencial reflete a
capacidade da ribozima de atuar enzimaticamente. Assim, uma unica molé-
cula de ribozima é capaz de clivar muitas moléculas de RNA alvo. Em adi-
¢ado, uma ribozima é tipicamente um inibidor altamente especifico, com a
especificidade de inibicdo dependendo ndo somente do mecanismo de pa-
reamento de bases, mas também do mecanismo através do qual a molécula
inibe a expressao do RNA ao qual se liga. Em outras palavras, a inibicao é
causada pela clivagem do RNA alvo e assim a especificidade é definida co-
mo a proporgéo da taxa de clivagem do RNA alvo em relagéo a taxa de cli-
vagem do RNA que nao é alvo. Este mecanismo de clivagem & dependente
de fatores adicionais aos envolvidos no pareamento de bases. Assim, a es-
pecificidade de agao de uma ribozima pode ser maior que a do oligonucleo-

tideo antissenso que se liga ao mesmo sitio de RNA. A molécula de RNA de
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ribozima enzimatica pode ser formada em um motivo em cabeg¢a de martelo,
mas pode também ser formada no motivo em grampo de cabelo, virus da
hepatite delta, intron do grupo | ou RNA similar a RNaseP (em associagao a
uma sequéncia guia de RNA). Os exemplos de tais motivos em cabeg¢a de
martelo sdo descritos por Rossi (1992) Aids Research and Human Retroviru-
ses 8:183; motivos em grampo de cabelo por Hampel (1989) Biochemistry
28:4929 e Hampel (1990) Nuc. Acids Res. 18:299; o motivo do virus da he-
patite delta por Perrotta (1992) Biochemistry 31:16; o motivo da RNaseP por
Guerrier-Takada (1983) Cell 35:849; e o intron do grupo | por Cech Patente
U.S. No 4.987.071. Nao é pretendido que a apresentacdo destes motivos
especificos seja limitante; os versados na técnica reconhecerao que uma
molécula de RNA enzimatica desta invengao possui um sitio de ligagédo ao
substrato especifico complementar a uma ou mais das regides de RNA do
gene-alvo e possui sequéncia de nucleotideos dentro ou ao redor de tal sitio
de ligacado ao substrato que confere uma atividade de clivagem de RNA a
molécula.

Interferéncia de RNA (RNAI)

Em um aspecto, a invencgao fornece uma molécula inibidora de

RNA, uma assim chamada molécula de "RNAI", que compreende uma se-
guéncia de enzima da invengéo. A molécula de RNAIi compreende uma mo-
lecula de RNA de fita dupla (dsRNA). A molécula de RNAI, por exemplo,
siRNA e/ou miRNA, pode inibir a expressdo do gene da enzima fitase. Em
um aspecto, a molécula de RNAI, por exemplo, siRNA e/ou miRNA, tem a-
proximadamente 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25 ou mais nucleoti-
deos do duplex de comprimento.

Embora a invengao nao-esteja limitada a qualquer mecanismo
de acao particular, o RNAi pode entrar em uma célula e causar a degrada-
cdo de um RNA de fita simples (ssRNA) de sequéncias similares ou idénti-
cas, incluindo mRNAs endégenos. Quando uma célula é exposta ao RNA de
fita dupla (dsRNA), o mRNA do gene homdlogo é degradado seletivamente
através de um processo chamado de interferéncia de RNA (RNAIi). Um me-

canismo basico possivel por tras da RNAIi € a quebra de um RNA de fita du-
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pla (dsRNA) que se combina com uma sequéncia génica especifica em pe-
dagos pequenos chamados de RNA interferente curto, que ativam a degra-
dagao do mRNA que se combina com sua sequéncia. Em um aspecto, os
RNAIi's da invencao sao utilizados em agentes terapéuticos para silencia-
mento génico, ver, por exemplo, Shuey (2002) Drug Discov. Today 7:1040-
1046. Em um aspecto, a invengdo fornece métodos para degradar seletiva-
mente o RNA utilizando as moléculas de RNAI, por exemplo, siRNA e/ou
MiRNA, da invencdo. Em um aspecto, o RNA microinibidor (miRNA) inibe a
traducéo e o siRNA inibe a transcrigdo. O processo pode ser praticado in
vitro, ex vivo ou in vivo. Em um aspecto, as moléculas de RNAi da invengao
podem ser utilizadas para gerar uma mutacao de perda de fungdo em uma
célula, um érgao ou um animal. Os métodos para produzir e utilizar molécu-
las de RNAI, por exemplo, siRNA e/ou miRNA, para degradar seletivamente
o RNA sao bem conhecidos na técnica, ver, por exemplo, as Patentes U.S.
N°s 6.506.559; 6.511.824; 6.515.109; 6.489.127.

Modificacdo de Acidos Nucleicos

A invengdo fornece métodos de produgédo de variagdes dos aci-
dos nucleicos da invengao, por exemplo, daqueles que codificam uma enzi-
ma fitase. Estes métodos podem ser repetidos ou utilizados em varias com-
binagbes para gerar enzimas fitases que possuem uma atividade alterada ou
diferente ou uma estabilidade alterada ou diferente daquela de uma fitase
codificada pelo acido nucleico molde. Estes métodos também podem ser
repetidos ou utilizados em varias combinagdes, por exemplo, para gerar va-
riacoes na expressao génica/de mensagem, na traducdo da mensagem ou
na estabilidade da mensagem. Em um outro aspecto, a composi¢ao genética
de uma célula é alterada, por exemplo, através da modificagcdo de um gene
homélogo ex vivo, seguida por sua reinser¢cao na céluia.

A invencgao fornece ainda métodos para alterar as caracteristicas
de uma fitase da invengao através de mutagénese e outro método, incluindo
a evolucéo direcionada, por exemplo, as abordagens de propriedade da Di-
versa Corporation (San Diego, CA); por exemplo, DirectEvolution; (ver, por
exemplo, a Patente U.S. No 5.830.696; Mutagénese por Saturagéo no Sitio



10

15

20

25

30

69

Génico (GSSM) (ver, por exemplo, as Patentes U.S. Nos 6.171.820 e
6.579.258), Montagem Génica Mediada por Exonucleases na Evolugao Dire-
cionada (ver, por exemplo, as Patentes U.S. Nos 6.361.974 e 6.352.842),
Selegao Final na Evolugao Direcionada (ver, por exemplo, as Patentes U.S.
Nos 6.358.709 e 6.238.884), Embaralhamento com Sintese Baseada na Re-
combinacgao (ver, por exemplo, as Patentes U.S. Nos 5.965.408 e 6.440.668
e a Patente Australiana No AU724521) e Evolugao Direcionada de Enzimas
Termofilicas (ver, por exemplo, as Patentes U.S. Nos 5.830.696 e
6.335.179).

Em um aspecto, as caracteristicas de uma fitase sao modifica-
das através de um protocolo DirectEvolution que compreende: a) submeter
um ou mais moldes moleculares, por exemplo, os acidos nucleicos de fitase
da invengao, a mutagénese para gerar novas moléculas e b) selecionar en-
tre estas espécies da progénie novas moléculas com caracteristicas mais
desejaveis. O poder da evolugéo direcionada depende da escolha inicial dos
moldes de partida (por exemplo, a SEQ ID NO: 1 "original" ou qualquer se-
quéncia desta inveng¢ao), assim como do(s) processo(s) de mutagénese es-
colhido(s) e do(s) processo(s) de classificacao utilizado(s). Assim, a inven-
c¢ao fornece novas fontes altamente ativas, fisiologicamente eficientes e eco-
némicas de atividade de fitase, incluindo novas fitases que: a) possuem ati-
vidades superiores sob uma ou mais aplicagdes especificas, tal como produ-
¢do de matérias alimenticias a altas temperaturas e sdo assim uteis para
otimizar estas aplicagcdes especificas; b) sdo uteis como moldes para a evo-
lucao direcionada para conseguir novas moléculas ainda mais melhoradas; e
c) séo uteis como ferramentas para a identificagdo de moléculas relaciona-
das adicionais através de meios tais como abordagens baseadas na hibridi-
Zagao.

Um acido nucleico da invengao pode ser alterado atraves de
quaisquer meios. Por exemplo, métodos aleatérios ou estocasticos ou, me-
todos nao-estocasticos ou de "evolugao direcionada”. Os métodos para mu-
tacao aleatoria dos genes sdao bem conhecidos na técnica, ver, por exemplo,
a Patente U.S. No 5.830.696. Por exemplo, agentes mutagénicos podem ser
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utilizados para mutar aleatoriamente um gene. Os agentes mutagénicos in-
cluem, por exemplo, luz ultravioleta ou irradiagcdo gama ou um agente muta-
génico quimico, por exemplo, mitomicina, acido nitroso, psoralenos fotoati-
vados, isoladamente ou em combinacao, para induzir quebras no DNA sus-
ceptiveis ao reparo por recombinagado. Outros agentes mutagénicos quimi-
cos incluem, por exemplo, bissulfito de sédio, acido nitroso, hidroxilamina,
hidrazina ou acido formico. Outros agentes mutagénicos sdo analogos de
precursores de nucleotideos, por exemplo, nitrosoguanidina, 5-bromouracil,
2-aminopurina ou acridina. Estes agentes podem ser adicionados a uma re-
acao de PCR no lugar do precursor de nucleotideo levando assim a mutagéo
da sequéncia. Também podem ser utilizados agentes intercalantes tais como
a proflavina, a acriflavina, a quinacrina e similares.

Qualquer técnica na biologia molecular pode ser utilizada, por
exemplo, mutagénese por PCR aleatéria, ver, por exemplo, Rice (1992)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:5467-5471; ou, mutagénese combinatoria com
varios cassetes, ver, por exemplo, Crameri (1995) Biotechniques 18:194-
196. Alternativamente, os acidos nucleicos, por exemplo, os genes, podem
ser reorganizados apos fragmentacao aleatéria ou "estocastica", ver, por
exemplo, as Patentes U.S. Nos 6.291.242; 6.287.862; 6.287.861; 5.955.358;
5.830.721; 5.824.514; 5.811.238; 5.605.793. Em aspectos alternativos, as
modificacdes, as adicdes ou as delegdes sao introduzidas através de PCR
propensa a erros, embaralhamento, mutagénese direcionada por oligonucle-
otideo, PCR de montagem, mutagénese por PCR sexual, mutagénese in
vivo, mutagénese por cassete, mutagénese de conjunto recursivo, mutagé-
nese de conjunto exponencial, mutagénese especifica ao sitio, rearranjo gé-
nico, mutagénese por saturagdo no sitio génico (GSSM), remontagem por
ligacao sintética (SLR), recombinagéo, recombinagdo de sequéncias recursi-
vas, mutagénese de DNA modificado por fosfotioato, mutagénese com mol-
de contendo uracila, mutagénese de duplex contendo espagos, mutagénese
de reparo de pareamentos errados pontuais, mutagénese de cepas hospe-
deiras deficientes em relacdo ao reparo, mutagénese quimica, mutagénese

radiogénica, mutagénese por delegcdo, mutagénese por selecao de restrigao,
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mutagénese por purificagcao de restricdo, sintese de genes artificiais, muta-
génese de conjunto, criagao de multimeros de acidos nucleicos quiméricos
e/ou uma combinacao destes e outros métodos.

As publicagbes a seguir descrevem uma variedade de procedi-
mentos e/ou métodos de recombinagao recursiva que podem ser incorpora-
dos nos métodos da invengao: Stemmer (1999) "Molecular breeding of vi-
ruses for targeting and other clinical properties” Tumor Targeting 4:1-4; Ness
(1999) Nature Biotechnology 17:893-896; Chang (1999) "Evolution of a cyto-
kine using DNA family shuffling" Nature Biotechnology 17:793-797; Minshull
(1999) "Protein evolution by molecular breeding" Current Opinion in Chemi-
cal Biology 3:284-290; Christians (1999) "Directed evolution of thymidine
kinase for AZT phosphorylation using DNA family shuffling" Nature Biotech-
nology 17:259-264; Crameri (1998) "DNA shuffling of a family of genes from
diverse species accelerates directed evolution” Nature 391:288-291; Crameri
(1997) "Molecular evolution of an arsenate detoxification pathway by DNA
shuffling", Nature Biotechnology 15:436-438; Zhang (1997) "Directed evolu-
tion of an effective fucosidase from a galactosidase by DNA shuffling and
screening” Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94:4504-4509; Patten e outros (1997)
"Applications of DNA Shuffling to Pharmaceuticals and Vaccines" Current
Opinion in Biotechnology 8:724-733; Crameri e outros (1996) "Construction
and evolution of antibody-phage libraries by DNA shuffling” Nature Medicine
2:100-103; Crameri e outros (1996) "Improved green fluorescent protein by
molecular evolution using DNA shuffling" Nature Biotechnology 14:315-319;
Gates e outros (1996) "Affinity selective isolation of ligands from peptide li-
braries through display on a lac repressor "headpiece dimer™" Journal of Mo-
lecular Biology 255:373-386; Stemmer (1996) "Sexual PCR and Assembly
PCR" Em: The Encyclopedia of Molecular Biology. VCH Publishers, Nova
York. pp.447-457; Crameri e Stemmer (1995) "Combinatorial multiple cas-
sette mutagenesis creates all the permutations of mutant and wildtype cas-
settes" Biotechniques 18:194-195; Stemmer e outros (1995) "Single-step
assembly of a gene and entire plasmid form large numbers of oligodeoxyri-
bonucleotides" Gene, 164:49-53; Stemmer (1995) "The Evolution of Molecu-
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lar Computation” Science 270: 1510; Stemmer (1995) "Searching Sequence
Space" Bio/Technology 13:549-553; Stemmer (1994) "Rapid evolution of a
protein in vitro by DNA shuffling" Nature 370:389-391; e Stemmer (1994)
"DNA shuffling by random fragmentation and reassembly: /n vitro recombina-
tion for molecular evolution". Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:10747-10751.

Os métodos de mutagdo para gerar diversidade incluem, por e-
xemplo, mutagénese direcionada ao sitio (Ling e outros (1997) "Approaches
to DNA mutagenesis: an overview" Anal Biochem. 254(2): 157-178; Dale e
outros (1996) "Oligonucleotide-directed random mutagenesis using the fos-
forotioato method" Methods Mol. Biol. 57:369-374; Smith (1985) "In vitro
mutagenesis” Ann. Rev. Genet. 19:423-462; Botstein & Shortle (1985)
"Strategies and applications of in vitro mutagenesis" Science 229:1193-1201;
Carter (1986) "Site-directed mutagenesis" Biochem. J. 237:1-7; e Kunkel
(1987) "The efficiency of oligonucleotide directed mutagenesis" em Nucleic
Acids & Molecular Biology (Eckstein, F. e Lilley, D. M. J. eds., Springer Ver-
lag, Berlin)); mutagénese utilizando moldes contendo uracila (Kunkel (1985)
"Rapid and efficient site-specific mutagenesis without phenotypic selection"
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:488-492; Kunkel e outros (1987) "Rapid and
efficient site-specific mutagenesis without phenotypic selection” Methods in
Enzymol. 154, 367-382; e Bass e outros (1988) "Mutant Trp repressors with
new DNA-binding specificities" Science 242:240-245); mutagénese direcio-
nada por oligonucleotideo (Methods in Enzymol. 100: 468-500 (1983); Meth-
ods in Enzymol. 154:; 329-350 (1987); Zoller & Smith (1982) "Oligonucleo-
tide-directed mutagenesis using M13-derived vectors: an efficient and gen-
eral procedure for the production of point mutations in any DNA fragment"
Nucleic Acids Res. 10:6487-6500; Zoller & Smith (1983) "Oligonucleotide-
directed mutagenesis of DNA fragments cloned into M13 vectors" Methods in
Enzymol. 100:468-500; e Zoller & Smith (1987) "Oligonucleotide-directed
mutagenesis: a simple method using two oligonucleotide primers and a sin-
gle-stranded DNA template" Methods in Enzymol. 154:329-350);
mutagénese de DNA modificado por fosforotioato (Taylor e outros (1985)

"The use of phosphorothioate-modified DNA in restriction enzyme reactions
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to prepare nicked DNA" Nucl. Acids Res. 13: 8749-8764; Taylor e outros
(1985) "The rapid generation of oligonucleotide-directed mutations at high
frequency using phosphorothioate-modified DNA" Nucl. Acids Res. 13; 8765-
8787 (1985); Nakamaye (1986) "Inhibition of restriction endonuclease Nci |
cleavage by phosphorothioate groups and its application to oligonucleotide-
directed mutagenesis" Nucl. Acids Res. 14: 9679-9698; Sayers e outros
(1988) "Y-T Exonucleases in phosphorothioate-based oligonucleotide-
directed mutagenesis” Nucl. Acids Res. 16:791-802; e Sayers e outros
(1988) "Strand specific cleavage of phosphorothioate-containing DNA by re-
action with restriction endonucleases in the presence of ethidium bromide"
Nucl. Acids Res. 16: 803-814); mutagénese utilizando DNA em duplex con-
tendo espacos (Kramer e outros (1984) "The gapped duplex DNA approach
to oligonucleotide-directed mutation construction" Nucl. Acids Res. 12: 9441-
9456; Kramer & Fritz (1987) Methods in Enzymol. "Oligonucleotide-directed
construction of mutations via gapped duplex DNA" 154:350-367; Kramer e
outros (1988) "Improved enzymatic in vitro reactions in the gapped duplex
DNA approach to oligonucleotide-directed construction of mutations" Nucl.
Acids Res. 16: 7207; e Fritz e outros (1988) "Oligonucleotide-directed con-
struction of mutations: a gapped duplex DNA procedure without enzymatic
reactions in vitro" Nucl. Acids Res. 16: 6987-6999).

Protocolos adicionais utilizados nos métodos da invengao inclu-
em o reparo de pareamentos errados pontuais (Kramer (1984) "Point Mis-
match Repair" Cell 38:879-887), a mutagénese utilizando cepas hospedeiras
deficientes em relacao ao reparo (Carter e outros (1985) "Improved oligonu-
cleotide site-directed mutagenesis using M13 vectors” Nucl. Acids Res. 13:
4431-4443; e Carter (1987) "Improved oligonucleotide-directed mutagenesis
using M13 vectores" Methods in Enzymol. 154: 382-403), a mutagénese por
delecao (Eghtedarzadeh (1986) "Use of oligonucleotides to generate large
delections" Nucl. Acids Res. 14: 5115), a selegéao por restricao e a purifica-
¢ao por restricao (Wells e outros (1986) "Importance of hydrogen-bond for-
mation in stabilizing the transition state of subtilisin" Phil. Trans. R. Soc.

Lond. A 317: 415-423), a mutagénese através da sintese génica total (Nam-
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biar e outros (1984) "Total synthesis and cloning of a gene coding for the ri-
bonuclease S protein” Science 223: 1299-1301; Sakamar e Khorana (1988)
"Total synthesis and expression of a gene for the a-subunit of bovine rod
outer segment guanine nucleotide-binding protein (transducin)" Nucl. Acids
Res. 14: 6361-6372; Wells e outros (1985) "Cassette mutagenesis: an effi-
cient method for generation of multiple mutations at defined sites" Gene
34:315-323; e Grundstrom e outros (1985) "Oligonucleotide-directed
mutagenesis by microscale “shot-gun™ gene synthesis" Nucl. Acids Res. 13:
3305-3316), o reparo de quebras de fita dupla (Mandecki (1986); Arnold
(1993) "Protein engineering for unusual environments" Current Opinion in
Biotechnology 4:450-455, "Oligonucleotide-directed double-strand break re-
pair in plasmids of Escherichia coli: a method for site-specific mutagenesis"
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83:7177-7181).

Detalhes adicionais ou protocolos alternativos de muitos dos meé-
todos anteriores podem ser encontrados em Methods in Enzymology Volume
154, que também descreve controles Uteis para resolver problemas de varios
métodos de mutagénese. Ver, também a Patente U.S. No 5.605.793 a
Stemmer (25 de fevereiro de 1997), "Methods for In Vitro Recombination”;
Patente U.S. No 5.811.238 a Stemmer e outros (22 de setembro de 1998)
"Methods for Generating Polynucleotides having Desired Characteristics by
Iterative Selection and Recombination"”; Patente U.S. No 5.830.721 a Stem-
mer e outros (3 de novembro de 1998), "DNA Mutagenesis by Random
Fragmentation and Reassembly”; Patente U.S. No 5.834.252 a Stemmer e
outros (10 de novembro de 1998) "End-Complementary Polimerase Reac-
tion"; Patente U.S. No 5.837.458 a Minshull e outros (17 de novembro de
1998), "Methods and Compositions for Cellular and Metabolic Engineering”;
WO 95/22625, Stemmer e Crameri, "Mutagenesis by Random Fragmentation
and Reassembly"; WO 96/33207 por Stemmer e Lipschutz "End Comple-
mentary Polimerase Chain Reaction"; WO 97/20078 por Stemmer e Crameri
"Methods for Generating Polynucleotides having Desired Characteristics by
lterative Selection and Recombination”; WO 97/35966 por Minshull e Stem-

mer, "Methods and Compositions for Cellular and Metabolic Engineering";
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WO 99/41402 por Punnonen e outros "Targeting of Genetic Vaccine Vec-
tors"; WO 99/41383 por Punnonen e outros "Antigen Library ImLmunization";
WO 99/41369 por Punnonen e outros "Genetic Vaccine Vector Engineering";
WO 99/41368 por Punnonen e outros "Optimization of Immunomoduladory
Properties of Genetic Vaccines"; EP 752008 por Stemmer e Crameri, "DNA
Mutagenesis by Random Fragmentation and Reassembly"; EP 0932670 por
Stemmer "Evolving Cellular DNA Uptake by Recursive Sequence Recombi-
nation"; WO 99/23107 por Stemmer e outros, "Modification of Virus Tropism
and Host Range by Viral Genome Shuffling"; WO 99/21979 por Apt e outros,
"Human Papillomavirus vectors"; WO 98/31837 por del Cardayre e outros
"Evolution of Whole Cells and Organisms by Recursive Sequence Recombi-
nation"; WO 98/27230 por Patten e Stemmer, "Methods and Compositions
for Polypeptide Engineering”; WO 98/27230 por Stemmer e outros, "Methods
for Optimization of Gene Therapy by Recursive Sequence Shuffling and Se-
lection”, WO 00/00632, "Methods for Generating Highly Diverse Libraries",
WO 00/09679, "Methods for Obtaining in Vitro Recombined Polynucleotide
Sequence Banks and Resulting Sequences", WO 98/42832 por Arnold e ou-
tros, "Recombination of Polynucleotide Sequences Using Random or Defined
Primers", WO 99/29902 por Arnold e outros, "Method for Creating Polynu-
cleotide and Polypeptide Sequences", WO 98/41653 por Vind, "An in Vitro
Method for Construction of a DNA Library”, WO 98/41622 por Borchert e
outros, "Method for Constructing a Library Using DNA Shuffling" e WO
98/42727 por Pati e Zarling, "Sequence Alterations using Homologous Re-
combination”.

Os Pedidos de Patentes U.S. fornecem detalhes adicionais ou
protocolos alternativos em relacao a varios métodos que geram diversidade,
incluindo "SHUFFLING OF CODON ALTERED GENES" por Patten e outros
depositado em 28 de setembro de 1999, (U.S. No de Série 09/407.800); "E-
VOLUTION OF WHOLE CELLS AND ORGANISMS BY RECURSIVE SE-
QUENCE RECOMBINATION" por del Cardayre e outros, depositado em 15
de julho de 1998 (U.S. No de Série 09/166.188) e 15 de julho de 1999 (U.S.
No de Série 09/354.922); "OLIGONUCLEOTIDE MEDIATED NUCLEIC ACID




10

15

20

25

30

76

RECOMBINATION" por Crameri e outros, depositado em 28 de setembro de
1999 (U.S. No de Série 09/408.392) e "OLIGONUCLEOTIDE MEDIATED
NUCLEIC ACID RECOMBINATION" por Crameri e outros, depositado em 18
de janeiro de 2000 (PCT/US00/01203); "USE OF CODON-VARIED OLIGO-
NUCLEOTIDE SYNTHESIS FOR SYNTHETIC SHUFFLING" por Welch e
outros, depositado em 28 de setembro de 1999 (U.S. No de Serie
09/408.393); "METHODS FOR MAKING CHARACTER STRINGS, POLY-
NUCLEOTIDES & POLYPEPTIDES HAVING DESIRED CHARACTERIS-
TICS" por Selifonov e outros, depositado em 18 de janeiro de 2000,
(PCT/US00/01202) e, por exemplo, "METHODS FOR MAKING CHARAC-
TER STRINGS, POLYNUCLEOTIDES & POLYPEPTIDES HAVING DESI-
RED CHARACTERISTICS" por Selifonov e outros, depositado em 18 de ju-
lho de 2000 (U.S. No de Série 09/618.579); "METHODS OF POPULATING
DATA STRUCTURES FOR USE IN EVOLUTIONARY SIMULATIONS" por
Selifonov e Stemmer, depositado em 18 de janeiro de 2000
(PCT/US00/01138); e "SINGLE-STRANDED NUCLEIC ACID TEMPLATE-
MEDIATED RECOMBINATION AND NUCLEIC ACID FRAGMENT ISOLA-
TION" por Affholter, depositado em 6 de setembro de 2000 (U.S. No de Seé-
rie 09/656.549).

Os métodos nao-estocasticos ou de "evolugao direcionada” in-
cluem, por exemplo, a mutagénese por saturagao no sitio génico (GSSM), a
remontagem por ligagéo sintética (SLR) ou uma combinagéo dos mesmos &
utilizada para modificar os acidos nucleicos da invencéo para gerar fitases
com propriedades novas ou alteradas (por exemplo, atividade sob condigbes
altamente acidas ou alcalinas, temperaturas altas ou baixas e similares). Os
polipeptideos codificados pelos acidos nucleicos modificados podem ser ve-
rificados em relagao a uma atividade antes do teste em relagéo a uma ativi-
dade de fitase ou outra. Qualquer modalidade ou protocolo de teste pode ser
utilizado, por exemplo, utilizando uma plataforma de arranjos de capilares.
Ver, por exemplo, as Patentes U.S. Nos 6.361.974; 6.280.926; 5.939.250.

Mutagénese por saturacido ou GSSM

A invencao fornece ainda métodos para a produg@o de enzima
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utilizando a Mutagénese por Saturagdo no Sitio Génico ou, GSSM, como
descrito aqui e também nas Patentes U.S. N°s 6.171.820 e 6.579.258.

Em um aspecto, iniciadores de cédons contendo uma sequéncia
N,N,G/T degenerada sao utilizados para introduzir mutagées pontuais em
um polinucleotideo, por exemplo, uma enzima fitase ou um anticorpo da in-
vencgao, de forma a gerar um conjunto de polipeptideos da progénie em que
uma faixa completa de substituicdes de aminoacidos isolados € representa-
da em cada posigédo de aminoacido, por exemplo, um residuo de aminoacido
em um sitio ativo da enzima ou um sitio de ligagao ao ligante direcionado
para ser modificado. Estes oligonucleotideos podem compreender uma pri-
meira sequéncia homéloga contigua, uma sequéncia N,N,G/T degenerada e,
opcionalmente, uma segunda sequéncia homologa. Os produtos da tradugéo
da progénie a jusante provenientes do uso de tais oligonucleotideos incluem
todas as alteragdes de aminoacidos possiveis em cada sitio de aminoacido
ao longo do polipeptideo, porque a degeneracao da sequéncia N,N,G/T in-
clui cédons para todos os 20 aminoacidos. Em um aspecto, um tal oligonu-
cleotideo degenerado (que compreende, por exemplo, um cassete N,N,G/T
degenerado) é utilizado para submeter cada cédon original em um molde de
polinucleotideo parental a uma faixa completa de substituicdes de codons.
Em um outro aspecto, pelo menos dois cassetes degenerados s&o utilizados
— no mesmo oligonucleotideo ou nao, para submeter pelo menos dois co-
dons originais em um molde de polinucleotideo parental a uma faixa comple-
ta de substituicdes de codons. Por exemplo, mais de uma sequéncia
N,N,G/T pode estar contida em um oligonucleotideo para introduzir muta-
coes de aminoacidos em mais de um sitio. Este grande numero de sequén-
cias N,N,G/T pode ser diretamente contiguo ou separado por uma ou mais
sequéncias de nucleotideos adicionais. Em um outro aspecto, os oligonucie-
otideos Uteis para introduzir adicbes e delegcdes podem ser utilizados isola-
damente ou em combinacdo com os coédons que contém uma sequéncia
N,N,G/T, para introduzir qualquer combinagéo ou permutagao de adigodes,
delecdes e/ou substituigdes de aminoacidos.

Em um aspecto, a mutagénese simultanea de duas ou mais po-
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sicbes de aminoacidos contiguos é feita utilizando um oligonucleotideo que
contem tripletos de N,N,G/T contiguos, isto €, uma sequéncia (N,N,G/T)n
degenerada. Em um outro aspecto, sdo utilizados cassetes degenerados
que possuem menor degeneragdo que a sequéncia N,N,G/T. Por exemplo,
pode ser desejavel em alguns casos utilizar (por exemplo, em um oligonu-
cleotideo) uma sequéncia em tripleto degenerada que compreende apenas
um N, em que o dito N pode estar na primeira, na segunda ou na terceira
posi¢cao do ftripleto. Quaisquer outras bases incluindo quaisquer combina-
¢oes e permutacdes das mesmas podem ser utilizadas nas duas posicdes
restantes do tripleto. Alternativamente, pode ser desejavel em alguns casos
utilizar (por exemplo, em um oligo) uma sequéncia de tripleto N,N,N degene-
rado.

Em um aspecto, o uso de tripletos degenerados (por exemplo,
tripletos N,N,G/T) permite a producao sistematica e facil de uma faixa com-
pleta de aminoacidos naturais possiveis (para um total de 20 aminoacidos)
em cada uma e toda posi¢cao de aminoacido em um polipeptideo (em aspec-
tos alternativos, os métodos incluem ainda a produgcdo de menos que todas
as substituicdes possiveis por residuo de aminoacido ou cédon, posi¢ao).
Por exemplo, para um polipeptideo de 100 aminoacidos, podem ser geradas
2000 espécies distintas (isto €, 20 aminoacidos possiveis por posi¢do X 100
posi¢des de aminoacidos. Através do uso de um oligonucleotideo ou de um
conjunto de oligonucleotideos contendo um ftripleto N,N,G/T degenerado, 32
sequéncias individuais podem codificar todos os 20 aminoacidos naturais
possiveis. Assim, em um recipiente de reagdo em que uma sequéncia de
polinucleotideos parental & submetida a mutagénese por saturagao utilizan-
do pelo menos um tal oligonucleotideo, sdo gerados 32 polinucleotideos de
progénie distintos que codificam 20 polipeptideos distintos. Em contraste, o
uso de um oligonucleotideo ndo-degenerado na mutagénese direcionada ao
sitio leva apenas a um produto de polipeptideo de progénie por recipiente de
reacdo. Os oligonucleotideos ndo-degenerados podem ser opcionalmente
utilizados em combinagido com iniciadores degenerados divulgados; por e-

xemplo, os oligonucleotideos nao-degenerados podem ser utilizados para
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gerar mutacdes pontuais especificas em um polinucleotideo de trabalho. Isto
fornece um meio para gerar mutagées pontuais silenciosas especificas, mu-
tacoes pontuais que levam a alteragdes de aminoacidos correspondentes e
mutacdes pontuais que causam a producado de coédons de término e a ex-
pressao correspondente de fragmentos polipeptidicos.

Em um aspecto, cada recipiente de reacdo de mutagénese por
saturacao contém polinucleotideos que codificam pelo menos 20 moléculas
de polipeptideo de progénie (por exemplo, enzimas fitases) de forma que
todos os 20 aminoacidos naturais sdo representados na posi¢gdo de aminoa-
cido especifica correspondente a posicao do cédon que sofreu mutagénese
no polinucleotideo parental (outros aspectos utilizam menos que todas as 20
combinagdes naturais). Os polipeptideos de progénie degenerados 32 vezes
gerados partindo de cada recipiente de reagcao de mutagénese por saturagao
podem ser submetidos a amplificagao clonal (por exemplo, clonados em um
hospedeiro adequado, por exemplo, hospedeiro de E. coli, utilizando, por
exemplo, um vetor de expressao) e submetidos a classificacdo através da
classificagao. Quando um polipeptideo de progénie individual & identificado
através da classificagdo como exibindo uma alteragao favoravel em relagao
a propriedade (quando comparado com o polipeptideo parental, tal como
maior atividade de hidrolise de glucana sob condigdes alcalinas ou &acidas),
este pode ser sequenciado para identificar a substituicdo de aminoacido fa-
voravel correspondente contida no mesmo.

Em um aspecto, apos a mutagénese de cada e toda posi¢ao de
aminoacido em um polipeptideo parental utilizando mutagénese por satura-
¢ao, como divulgado aqui, as alteragdes favoraveis de aminoacidos podem
ser identificadas em mais de uma posigdo de aminoacido. Pode ser gerada
uma ou mais novas moléculas da progénie que contém uma combinagéo de
todas ou parte destas substituicdes de aminoacidos favoraveis. Por exemplo,
se 2 alteracdes de aminoacidos favoraveis especificas forem identificadas
em cada uma de 3 posi¢des de aminoacidos em um polipeptideo, as permu-
tacées incluem 3 possibilidades em cada posigéo (sem alteragao no aminoa-

cido original e cada uma das duas aiteracées favoraveis) e 3 posigées. As-
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sim, ha 3 x 3 x 3 ou 27 possibilidades totais, incluindo 7 que foram verifica-
das anteriormente - 6 mutagbes pontuais isoladas (isto &, 2 em cada uma
das trés posicdes) e nenhuma alteragdo em qualquer posicao.

Ainda em um outro aspecto, mutagénese por saturagio no sitio
pode ser utilizada junto com o embaralhamento, a quimerizacdo, a recombi-
nagao e outros processos de mutagénese, junto com a classificagdo. Esta
invengao fornece o uso de qualquer(quaisquer) processo(s) de mutagénese,
incluindo a mutagénese por saturagdo, de uma maneira iterativa. Em um
exemplo, o uso iterativo de qualquer(quaisquer) processo(s) de mutagénese
é feito em combinagéo com a classificagao.

A invencéo fornece ainda o uso de iniciadores de cédons de pro-
priedade (contendo uma sequéncia N,N,N degenerada) para introduzir mu-
tagcbes pontuais em um polinucleotideo, de forma a gerar um conjunto de
polipeptideos de progénie em que uma faixa completa de substituicbes de
aminoacidos isolados é representada em cada posicdo de aminoacido (Mu-
tagénese por Saturagdo no Sitio Génico (GSSM)). Os oligos utilizados sao
compreendidos de forma contigua de uma primeira sequéncia homologa,
uma sequéncia N,N,N degenerada e em um aspecto, mas nao necessaria-
mente, uma segunda sequéncia homoéloga. Os produtos da traducado da pro-
génie a jusante provenientes do uso de tais oligos incluem todas as altera-
¢bes de aminoacidos possiveis em cada sitio de aminoacido ao longo do
polipeptideo, porque a degeneracdo da sequéncia N,N,N inclui cédons para
todos os 20 aminoacidos.

Em um aspecto, um tal oligo degenerado (que compreende um
cassete N,N,N degenerado) é utilizado para submeter cada cédon original
em um molde de polinucleotideo parental a uma faixa completa de substitui-
¢oes de coédons. Em um outro aspecto, pelo menos dois cassetes N,N,N de-
generados sao utilizados — no mesmo oligo ou nao, para submeter pelo me-
nos dois cédons originais em um molde de polinucleotideo parental a uma
faixa completa de substituicbes de cédons. Assim, mais de uma sequéncia
N,N,N pode estar contida em um oligo para introduzir mutagdes de aminoa-

cidos em mais de um sitio. Este grande numero de sequéncias N,N,N pode
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ser diretamente contiguo ou separado por uma ou mais sequéncias de nu-
cleotideos adicionais. Em um outro aspecto, os oligos UGteis para introduzir
adicbes e delegcbes podem ser utilizados isoladamente ou em combinacao
com os codons que contém uma sequéncia N,N,N, para introduzir qualquer
combinagao ou permutagado de adigbes, delegbes e/ou substituicbes de ami-
noacidos.

Em um exemplo particular, & possivel submeter a mutagénese
simultaneamente duas ou mais posigdes de aminoacidos contiguas utilizan-
do um oligo que contém tripletos N,N,N contiguos, isto €, uma sequéncia
(N,N,N)n degenerada.

Em um outro aspecto, a presente invengao fornece o uso de
cassetes degenerados que possuem menor degeneraciao que a sequéncia
N,N,N. Por exemplo, pode ser desejavel em alguns casos utilizar (por exem-
plo, em um oligo) uma sequéncia de tripleto degenerado que compreende
apenas um N, em que o N pode estar na primeira, na segunda ou na terceira
posicao do tripleto. Quaisquer outras bases incluindo quaisquer combina-
¢cOes e permutacbes das mesmas podem ser utilizadas nas duas posicoes
restantes do ftripleto. Alternativamente, pode ser desejavel em alguns casos
utilizar (por exemplo, em um oligo) uma sequéncia de tripleto N,N,N degene-
rado, N,N,G/T ou uma sequéncia de tripleto N,N, G/C.

E considerado, entretanto, que o uso de um tripleto degenerado
(tal como N,N,G/T ou uma sequéncia de tripleto N,N, G/C) que é divulgado
na presente invengao € vantajoso por varias razées. Em um aspecto, esta
invencao fornece um meio para gerar sistematicamente e bastante facilmen-
te a substituicao da faixa completa de aminoacidos possiveis (para um total
de 20 aminoacidos) em cada e toda posi¢do de aminoacido em um polipep-
tideo. Assim, para um polipeptideo de 100 aminoacidos, a inveng¢ao fornece
uma maneira de gerar sistematicamente e bastante faciimente 2000 espé-
cies distintas (isto €, 20 aminoacidos possiveis por posi¢dao vezes 100 posi-
coes de aminoacidos). E considerado que s&o fornecidas, através do uso de
um oligo que contém um N,N,G/T degenerado ou uma sequéncia de tripleto

N,N, G/C, 32 sequéncias individuais que codificam os 20 aminoacidos possi-
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veis. Assim, em um recipiente de reagcdo em que uma sequéncia de polinu-
cleotideos parental € submetida a mutagénese por saturagédo utilizando um
tal oligo, sdo gerados 32 polinucleotideos de progénie distintos que codifi-
cam 20 polipeptideos distintos. Em contraste, o uso de um oligo nao-
degenerado na mutagénese direcionada ao sitio leva a apenas um produto
de polipeptideo de progénie por recipiente de reacao.

Esta invencao fornece ainda o uso de oligos ndo-degenerados,
que podem opcionalmente ser utilizados em combinagado com os iniciadores
degenerados divulgados. E considerado que em algumas situagdes, € vanta-
joso o uso de oligos nao-degenerados para gerar mutagées pontuais especi-
ficas em um polinucleotideo de trabalho. Isto fornece um meio para gerar
mutacgdes pontuais sileciosas especificas, mutagdes pontuais que levam a
alteracbes de aminodacidos correspondentes e mutagdes pontuais que cau-
sam a producado de codons de término e a expressao correspondente de
fragmentos polipeptidicos.

Assim, em um aspecto desta invengao, cada recipiente de rea-
cao de mutagénese por saturagdo contém polinucleotideos que codificam
pelo menos 20 moléculas de polipeptideos de progénie de forma que todos
os 20 aminoacidos sao representados em uma posi¢cao de aminoacido espe-
cifica que corresponde a posigdo do cédon que sofreu mutagénese no poli-
nucleotideo parental. Os polipeptideos de progénie degenerados 32 vezes
gerados partindo de cada recipiente de reagdo de mutagénese por saturagao
podem ser submetidos a amplificagao clonal (por exemplo, clonados em um
hospedeiro de E. coli adequado utilizando um vetor de expressao) e subme-
tidos a classificacdo da expressdo. Quando um polipeptideo de progénie
individual & identificado através da classificagao como exibindo uma altera-
cao favoravel em relacdo a propriedade (quando comparado com o polipep-
tideo parental), este pode ser sequenciado para identificar a substituicao de
aminoacido favoravel correspondente contida no mesmo.

E considerado que apés a mutagénese de cada e toda a posigéao
de aminoacido em um polipeptideo parental utilizando a mutagénese por

saturacdo como divuigado aqui, as alteragées de aminoacidos favoraveis
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podem ser identificadas em mais de uma posicao de aminoacido. Pode ser
gerada uma ou mais novas moléculas de progénie que contém uma combi-
nagao de todas ou parte destas substituicbes de aminoacidos favoraveis.
Por exemplo, se 2 alteracbes de aminoacidos favoraveis especificas forem
identificadas em cada uma de 3 posi¢gdes de aminoacidos em um polipepti-
deo, as permutacdes incluem 3 possibilidades em cada posicdo (nenhuma
alteracéo no aminoacido original e cada um das duas alteragées favoraveis)
e 3 posigdes. Assim, ha 3 x 3 x 3 ou 27 possibilidades totais, incluindo 7 que
foram verificadas anteriormente - 6 mutagées pontuais isoladas (isto &, 2 em
cada uma das trés posigdes) e nenhuma alteragcdo em qualquer posicao.

Assim, em um exemplo nao-limitante, esta invengao fornece o
uso da mutagénese por saturagdo em combinacdo com processos de muta-
génese adicionais, tais como os processos em que dois ou mais polinucleo-
tideos relacionados sao introduzidos em uma célula hospedeira adequada
de forma que um polinucleotideo hibrido € gerado através de recombinagéo
e de reagrupamento redutivo.

Em adigcao a realizagao da mutagénese ao longo da sequéncia
inteira de um gene, a presente invengao mostra que a mutagénese pode ser
utilizada para substituir cada um de qualquer nimero de bases em uma se-
quéncia de polinucleotideos, em que 0 niumero de bases que sera submetido
a mutagénese é, em um aspecto, cada numero inteiro de 15 até 100.000.
Assim, ao invés de submeter a mutagénese cada posicao ao longo de uma
molécula, é possivel submeter todas ou um ndmero distinto de bases (em
um aspecto um subconjunto que totaliza de 15 até 100.000) & mutagénese.
Em um aspecto, um nucleotideo separado ¢é utilizado para a mutagénese de
cada posi¢ado ou grupo de posi¢cdes ao longo de uma sequéncia de polinu-
cleotideos. Um grupo de 3 posicoes que sera submetido a mutagénese pode
ser um coédon. As mutagcées podem ser introduzidas utilizando um iniciador
mutagénico, que contém um cassete heterélogo, também referido como um
cassete mutagénico. Os exemplos de cassetes podem ter de 1 até 500 ba-
ses. Cada posicao de nucleotideo em tais cassetes heterdlogos € N, A, C, G,
T, AIC, A/G, A/T, C/G, C/T, G/T, C/GIT, AIG/T, A/IC/T, A/IC/IG ou E, em que E
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€ qualquer base que néao seja A, C, G ou T (E pode ser referida como um
oligo planejado).

Em um sentido geral, a mutagénese por saturagdo é compreen-
dida da mutagénese de um conjunto completo de cassetes mutagénicos (em
que cada cassete tem, em um aspecto, aproximadamente 1-500 bases de
comprimento) na sequéncia de polinucleotideos definida que sera submetida
a mutagénese (em que a sequéncia que sera submetida a mutagénese tem,
em um aspecto, de aproximadamente 15 até 100.000 bases de comprimen-
to). Assim, um grupo de mutagdes (variando de 1 até 100 mutagdes) é intro-
duzido em cada cassete que sera submetido a mutagénese. Um agrupamen-
to de mutagdes que sera introduzido em um cassete pode ser diferente ou o
mesmo que um segundo agrupamento de mutagcdes que sera introduzido em
um segundo cassete durante a aplicagdo de uma rodada de mutagénese por
saturagdo. Tais agrupamentos sdo exemplificados por delecbes, adigdes,
agrupamentos de codons particulares e agrupamentos de cassetes de nu-
cleotideos particulares.

As sequéncias definidas que serdo submetidas a mutagénese
incluem um gene inteiro, uma via, um cDNA, um quadro aberto de leitura
(ORF) inteiro e um promotor inteiro, um intensificador, um repres-
sor/transativador, uma origem de replicagdo, um intron, um operador ou
qualquer grupo funcional de polinucleotideo. Geraimente, "sequéncias defi-
nidas" para esta finalidade podem ser qualquer polinucleotideo tal como uma
sequéncia de polinucleotideos de 15 bases e sequéncias de polinucleotideos
de comprimentos entre 15 bases e 15.000 bases (esta inven¢éo cita especi-
ficamente cada numero inteiro no intervalo). As consideragdées na escolha
dos agrupamentos de codons incluem os tipos de aminoacidos codificados
por um cassete mutagénico degenerado.

Em um exemplo de um agrupamento de mutagcdes que pode ser
introduzido em um cassete mutagénico, esta invengao fornece especifica-
mente substituicdes de cédons degenerados (utilizando oligos degenerados)
que codificam 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 e 20

aminoacidos em cada posigdo e uma biblioteca de polipeptideos codificados
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pelos mesmos.

Remontagem por Ligacdo Sintética (SLR)

A invencao fornece um sistema de modificagdo génica nao-
estocastica denominado "remontagem por ligagao sintética" ou simplesmen-
te "SLR", um "processo de evolugao direcionada”, para gerar polipeptideos,
por exemplo, enzimas fitases ou anticorpos da invengéo, com propriedades
novas ou alteradas. A SLR é um método de ligagao de fragmentos de oligo-
nucleotideo de forma nao-estocastica. Este método difere do embaralha-
mento de oligonucleotideos estocastico no fato de que os blocos de constru-
cao de acido nucleico ndo sdo embaraihados, concatenados ou quimeriza-
dos aleatoriamente, mas, ao invés disso, sdo montados de forma né&o-
estocastica. Ver, por exemplo, as Patentes U.S. Nos 6.773.900; 6.740.506;
6.713.282; 6.635.449; 6.605.449; 6.537.776.

Em um aspecto, a SLR compreende as etapas a seguir: (a) for-
necimento de um polinucleotideo molde, em que o polinucleotideo molde
compreende uma sequéncia que codifica um gene homologo; (b) forneci-
mento de um grande numero de polinucleotideos de blocos de construgao,
em que os polinucleotideos de blocos de construgdo sdo planejados para
sofrerem remontagem por “"cross-over" com o polinucleotideo molde em uma
sequéncia predeterminada e um polinucleotideo de bloco de construgao
compreende uma sequéncia que € uma variagao do gene homoélogo € uma
sequéncia homéloga ao polinucleotideo molde que flanqueia a sequéncia
variante; (c) combinacgéo do polinucleotideo de bloco de construgdo com um
polinucleotideo molde de forma que o polinucleotideo de bloco de constru-
cao sofre remontagem por "cross-over" com o polinucleotideo molde para
gerar polinucleotideos que compreendem variagdes da sequéncia do gene
homélogo.

A SLR nao depende da presenga de altos niveis de homologia
entre polinucleotideos que serdo rearranjados. Assim, este método pode ser
utilizado para gerar bibliotecas (ou conjuntos) de forma nao-estocastica de
moléculas de progénie que compreendem mais de 10100 quimeras diferen-

tes. A SLR pode ser utilizada para gerar bibliotecas que compreendem mais
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de 101000 quimeras de progénie diferentes. Assim, os aspectos da presente
invencgéao incluem métodos de produgao nao-estocasticos de um conjunto de
moléculas de acidos nucleicos quiméricas finalizadas que possuem uma or-
dem de montagem geral que é escolhida por planejamento. Este método
inclui as etapas de producao através de planejamento de um grande nimero
de blocos de construgao de acidos nucleicos especificos que possuem ex-
tremidades que podem ser ligadas mutuamente compativeis uteis e da mon-
tagem destes blocos de construcao de acidos nucleicos, de forma que uma
ordem de montagem geral planejada & conseguida. As extremidades que
podem ser ligadas mutuamente compativeis dos blocos de construgao de
acidos nucleicos que serdao montados sio consideradas como sendo "uteis"
para este tipo de montagem ordenada se possibilitarem que os blocos de
construcdo sejam acoplados em ordens predeterminadas. Assim, a ordem
de montagem geral em que os blocos de construcdo de acidos nucleicos
podem ser acoplados é especificada pelo planejamento das extremidades
que podem ser ligadas. Se mais de uma etapa de montagem tiver que ser
utilizada, entdo a ordem de montagem geral em que os blocos de construgao
de acidos nucleicos podem ser acoplados é também especificada pela or-
dem sequencial da(s) etapa(s) de montagem. Em um aspecto, as pecas de
construgcdo aneladas sao tratadas com uma enzima, tal como uma ligase
(por exemplo, T4 DNA ligase), para atingir a ligacdo covalente das pecgas de
construcdo. Em um aspecto, um método ndo-estocastico denominado re-
montagem por ligagao sintética (SLR), que € de alguma maneira relacionado
ao embaralhamento estocastico, s6 que os blocos de construgéo de acidos
nucleicos ndo sao embaralhados ou concatenados ou quimerizados aleatori-
amente, mas, ao invés disso, sdo0 montados de forma nao-estocastica, pode
ser utilizado para criar variagdes.

O método de SLR nao depende da presenga de um alto nivel de
homologia entre os polinucleotideos que serdo embaralhados. A invengao
pode ser utilizada para gerar bibliotecas (ou conjuntos) de forma nao-
estocastica de moléculas de progénie que compreendem mais de 10100 qui-

meras diferentes. De modo concebivel, a SLR pode ainda ser utilizada para
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gerar bibliotecas que compreendem mais de 101000 quimeras de progénie
diferentes.

Assim, em um aspecto, a invencao fornece um método de pro-
ducao nao-estocastica de um conjunto de moléculas de acidos nucleicos
quimeéricas finalizadas que possuem uma ordem de montagem geral que é
escolhida por planejamento, cujo método compreende as etapas de produ-
¢éo por planejamento de um grande numero de blocos de construgdo de
acidos nucleicos especificos que possuem extremidades que podem ser li-
gadas mutuamente compativeis uteis e de montagem destes blocos de
construgcao de acidos nucleicos, de forma que uma ordem de montagem ge-
ral planejada seja atingida.

As extremidades que podem ser ligadas mutuamente compati-
veis dos blocos de construcao de acidos nucleicos que serao montados sao
consideradas como sendo "uteis" para este tipo de montagem ordenada se
possibilitarem que os blocos de construcao sejam acoplados nas ordens
predeterminadas. Assim, em um aspecto, a ordem de montagem geral em
gue os blocos de construgdo de acidos nucleicos podem ser acoplados é
especificada pelo planejamento das extremidades que podem ser ligadas e,
se mais de uma etapa de montagem tiver que ser utilizada, entdo a ordem
de montagem geral em que os blocos de constru¢do de acidos nucleicos
podem ser acoplados é também especificada pela ordem sequencial da(s)
etapa(s) de montagem. Em um aspecto da invengéo, as pecas de constru-
cao aneladas sdo tratadas com uma enzima, tal como uma ligase (por e-
xemplo, T4 DNA ligase) para atingir a ligacado covalente das pecas de cons-
trucdo.

Em um outro aspecto, o planejamento dos blocos de construgao
de acidos nucleicos é obtido apos a analise das sequéncias de um conjunto
de moldes de acidos nucleicos progenitores que servem como uma base
para a producao de um conjunto de progénie de moléculas de acidos nuclei-
cos quiméricas finalizadas. Estes moldes de acidos nucleicos progenitores
servem assim como uma fonte de informagao de sequéncia que auxilia no

planejamento dos blocos de construgado de acidos nucleicos que serao sub-
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metidos a mutagénese, isto €, quimerizados ou embaralhados.

Em um exemplo, a invengao fornece a quimerizagao de uma fa-
milia de genes relacionados e sua familia codificada de produtos relaciona-
dos. Em um exemplo particular, os produtos codificados sdo enzimas. As
enzimas e os polipeptideos para uso na invengao podem sofrer mutagénese
de acordo com os métodos descritos aqui.

Assim, de acordo com um aspecto da invengdo, as sequéncias
de um grande numero de moldes de acidos nucleicos progenitores sao ali-
nhadas com a finalidade de selecionar um ou mais pontos de demarcagao,
cujos pontos de demarcagcao podem estar localizados em uma area de ho-
mologia. Os pontos de demarcagao podem ser utilizados para delinear os
limites dos blocos de constru¢ao de acidos nucleicos que serdo gerados.
Assim, os pontos de demarcacgao identificados e selecionados nas moléculas
progenitoras servem como pontos de quimerizagéo potenciais na montagem
das moléculas progenitoras.

' Tipicamente, um ponto de demarcacgao util € uma area de homo-
logia (compreendida de pelo menos uma base de nucleotideo homodloga)
compartilhada por pelo menos dois moldes progenitores, mas o ponto de
demarcacgao pode ser uma area de homologia que é compartilhada por pelo
menos a metada dos moldes progenitores, pelo menos dois tergcos dos mol-
des progenitores, pelo menos trés quartos dos moldes progenitores ou qua-
se todos os moldes progenitores. Em um aspecto, um ponto de demarcacéao
util € uma area de homologia que € compartilhada por todos os moldes pro-
genitores.

Em um aspecto, o processo de remontagem por ligagéo é reali-
zado exaustivamente com a finalidade de gerar uma biblioteca exaustiva.
Em outras palavras, todas as combinagées ordenadas possiveis dos blocos
de construcéo de acidos nucleicos séo representadas no conjunto de molé-
culas de acidos nucleicos quiméricas finalizadas. Ao mesmo tempo, a ordem
de montagem (isto &€, a ordem de montagem de cada bloco de construgao na
sequéncia 5' a 3' de cada acido nucleico quimérico finalizado) em cada com-

binacdo & por planejamento (ou nao-estocastica). Devido a natureza nao-
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estocastica do método, a possibilidade de subprodutos indesejados é enor-
memente reduzida.

Em um outro aspecto, o método mostra que, o processo de re-
montagem por ligacao é realizado de forma sistematica, por exemplo, com a
finalidade de gerar uma biblioteca compartimentalizada de forma sistemati-
ca, com compartimentos que podem ser verificados de forma sistematica,
por exemplo, um por um. Em outras palavras, a invengdo mostra que, atra-
vés do uso seletivo e ponderado dos blocos de construgéo de acidos nuclei-
cos especificos, acoplado com o uso seletivo e ponderado de reagdes de
montagem em etapas sequenciais, um planejamento experimental pode ser
conseguido quando conjuntos especificos de produtos da progénie sao obti-
dos em cada um de varios recipientes de reagao. Isto permite que um exame
sistematico e um procedimento de classificagdo sejam realizados. Assim,
isto permite que um numero potencialmente muito grande de moléculas da
progénie seja examinado sistematicamente em grupos menores.

Devido a sua capacidade de realizar quimerizagdes de uma ma-
neira que & altamente flexivel e ainda exaustiva e também sistematica, parti-
cularmente quando ha um baixo nivel de homologia entre as moléculas pro-
genitoras, a presente invencdo fornece a produgdo de uma biblioteca (ou
conjunto) compreendida de um grande nimero de moléculas da progénie.
Devido & natureza nao-estocastica da remontagem por ligagao da presente
invencao, as moléculas da progénie geradas podem compreender uma bibli-
oteca de moléculas de acidos nucleicos quiméricas finalizadas que possuem
uma ordem de montagem geral que é escolhida por planejamento. Em um
aspecto particular, tal biblioteca gerada € compreendida de mais de 103 até
mais de 101000 espécies moleculares diferentes da progénie.

Em um aspecto, um conjunto de moléculas de acidos nucleicos
quiméricas finalizadas, produzido como descrito, € compreendido de um po-
linucleotideo que codifica um polipeptideo. De acordo com um aspecto, este
polinucleotideo € um gene, que pode ser um gene produzido pelo ser huma-
no. De acordo com um outro aspecto, este polinucleotideo € uma via génica,

que pode ser uma via génica produzida pelo ser humano. A invengao mostra
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que um ou mais genes produzidos pelo ser humano gerados pela invengao
podem ser incorporados em uma via génica produzida pelo ser humano, tal
como uma via que pode ser operacional em um organismo eucariético (inclu-
indo uma planta).

Em um outro exemplo, a natureza sintética da etapa em que os
blocos de construgao séo gerados permite o planejamento e a introdugao de
nucleotideos (por exemplo, um ou mais nucleotideos, que podem ser, por
exemplo, cddons ou introns ou sequéncias reguladoras) que podem ser pos-
teriormente opcionalmente removidos em um processo in vitro (por exemplo,
por mutagénese) ou em um processo in vivo (por exemplo, através da utili-
zacao da capacidade de processamento do gene de um organismo hospe-
deiro). E considerado que em muitos casos a introdugéo destes nucleotideos
também pode ser desejavel por muitas outras razées em adigéo ao beneficio
potencial de criar um ponto de demarcagao util.

Assim, de acordo com um outro aspecto, a invengao mostra que
um bloco de construcéo de acido nucleico pode ser utilizado para introduzir
um intron. Assim, a inveng¢ao mostra que introns funcionais podem ser intro-
duzidos em um gene produzido pelo ser humano da invengdo. A invengéao
mostra ainda que introns funcionais podem ser introduzidos em uma via gé-
nica produzida pelo ser humano da invengao. Consequentemente, a inven-
cao fornece a produgdo de um polinucleotideo quimérico que € um gene
produzido pelo ser humano que contém um (ou mais) intron(s) introduzido(s)
artificialmente.

Consequentemente, a invengao fornece ainda a produgéo de um
polinucleotideo quimérico que é uma via génica produzida pelo ser humano
que contém um (ou mais) intron(s) introduzido(s) artificialmente. Em um as-
pecto, o(s) intron(s) introduzido(s) artificialmente é(sdo) funcional(is) em uma
ou mais células hospedeiras para o procéssamento génico muito da maneira
em que os intros que ocorrem naturalmente servem funcionalmente no pro-
cessamento génico. A invengdo fornece um processo de produgdo de poli-
nucleotideos que contém introns produzidos pelo ser humano que serao in-

troduzidos nos organismos hospedeiros para recombinacao e/ou processa-
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mento.

Um gene produzido pelo ser humano obtido utilizando a inven-
¢ao também pode servir como um substrato para a recombinagao com um
outro acido nucleico. Similarmente, uma via génica produzida pelo ser hu-
mano obtida utilizando a invengdo também pode servir como um substrato
para a recombinagao com um outro acido nucleico. Em um aspecto, a re-
combinacao é facilitada por ou ocorre em areas de homologia entre o gene
que contém introns produzidos pelo ser humano e um acido nucleico que
serve como um parceiro de recombinagdo. Em um aspecto, o parceiro de
recombinacao também pode ser um acido nucleico gerado pela invengéo,
incluindo um gene produzido pelo ser humano ou uma via génica produzida
pelo ser humano. A recombinagdo pode ser facilitada por ou pode ocorrer
em areas de homologia que existem no um (ou mais) intron(s) introduzido(s)
artificialmente no gene produzido pelo ser humano.

O método de remontagem por ligacao sintética da invengao utili-
za um grande numero de blocos de construcido de acidos nucleicos, dos
guais cada um pode ter duas extremidades que podem ser ligadas. As duas
extremidades que podem ser ligadas em cada bloco de construgao de acido
nucleico podem ser duas pontas cegas (isto &, cada uma possuindo uma
projecdo de zero nucleotideo) e uma ponta cega e uma ponta coesiva ou
duas pontas coesivas.

Uma ponta coesiva util para esta finalidade pode ser uma ponta
coesiva 3' ou uma ponta coesiva 5'. Assim, um bloco de construcéo de acido
nucleico pode ter uma ponta coesiva 3' ou alternativamente uma ponta coe-
siva 5' ou alternativamente duas pontas coesivas 3' ou alternativamente du-
as pontas coesivas 5'. A ordem geral em que os blocos de construgao de
acidos nucleicos sao montados para formar uma molécula de acido nucleico
quimérica finalizada é determinada através de planejamento experimental
propositado e nao é aleatoria.

Em um aspecto, um bloco de construgdo de acido nucleico é
gerado através da sintese quimica de dois acidos nucleicos de fita simples

(também referidos como oligos de fita simples) e do contato destes de forma
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a permitir que estes se anelem para formar um bloco de construgao de acido
nucleico de fita dupla.

Um bloco de construgdo de acido nucleico de fita dupla pode ser
de tamanho variavel. Os tamanhos destes blocos de construgdo podem ser
pequenos ou grandes. Os exemplos de tamanhos para o bloco de constru-
cao variam de 1 par de bases (ndo incluindo quaisquer projegcbes (pontas
coesivas)) até 100.000 pares de bases (ndo incluindo quaisquer projegdes
(pontas coesivas)). Sao também fornecidas outras faixas de tamanhos, que
possuem limites inferiores de 1 pb até 10.000 pb (incluindo cada valor de
nuamero inteiro intermediario) e limites superiores de 2 pb até 100.000 pb
(incluindo cada valor de namero inteiro intermediario).

Ha muitos métodos através dos quais pode ser gerado um bloco
de construcao de acido nucleico de fita dupla que é dtil para a invengéo; e
estes sdo conhecidos na técnica e podem ser facilmente realizados pelo
versado na técnica.

De acordo com um aspecto, um bloco de construgdo de acido
nucleico de fita dupla é gerado produzindo primeiro dois acidos nucleicos de
fita simples e permitindo que estes se anelem para formar um bloco de cons-
trucéo de acido nucleico de fita dupla. As duas fitas de um bloco de constru-
cao de acido nucleico de fita dupla podem ser complementares em cada nu-
cleotideo nao considerando qualquer um que forma uma ponta coesiva; nao
contendo assim pareamentos errados, ndo considerando qual-
quer(quaisquer) ponta(s) coesiva(s). De acordo com um outro aspecto, as
duas fitas de um bloco de construcdo de acido nucleico de fita dupla s&o
complementares em menos do que cada nucleotideo ndo considerando
qualquer um que forma uma ponta coesiva. Assim, de acordo com este as-
pecto, um bloco de construcéo de acido nucleico de fita dupla pode ser utili-
zado para introduzir degeneracgdo de cédons. Em um aspecto, a degenera-
cao de codons é introduzida utilizando a mutagénese por saturagao no sitio
descrita aqui, utilizando um ou mais cassetes N,N,G/T ou alternativamente
utilizando um ou mais cassetes N,N,N.

O método de recombinacéo in vivo da invengéao pode ser reali-
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zado de forma cega em um grupo de hibridos ou alelos desconhecidos de
um polinucleotideo ou uma sequéncia especifica. Entretanto, ndo & necessa-
rio conhecer a sequéncia de DNA ou de RNA real do polinucleotideo especi-
fico.

A abordagem de utilizagao de recombinagéo dentro de uma po-
pulagcdo mista de genes pode ser util para a produgao de quaisquer protei-
nas uteis, por exemplo, interleucina |, anticorpos, tPA e hormdnio do cresci-
mento. Esta abordagem pode ser utilizada para gerar proteinas que possu-
em especificidade ou atividade alterada. A abordagem também pode ser util
para a producédo de sequéncias de acidos nucleicos hibridos, por exemplo,
regibes promotoras, introns, éxons, sequéncias intensificadoras, regides
nao-traduzidas 31 ou regides nao-traduzidas a 51 dos genes. Assim, esta
abordagem pode ser utilizada para gerar genes que possuem maiores taxas
de expressao. Esta abordagem também pode ser Uutil no estudo de sequén-
cias de DNA repetitivas. Finalmente, esta abordagem pode ser util para mu-
tar ribozimas ou aptameros.

Em um aspecto, as variagdes dos polinucleotideos e dos poli-
peptideos descritos aqui sdo obtidas através do uso de ciclos repetidos de
reagrupamento redutivo, recombinacdo e selegdo que permitem a evolugao
molecular direcionada de sequéncias lineares altamente complexas, tal co-
mo DNA, RNA ou proteinas ao longo da recombinag&o.

O embaralhamento in vivo de moléculas é util no fornecimento
de variacdes e pode ser realizado utilizando a propriedade natural das célu-
las de recombinar multimeros. Embora a recombinagéao in vivo tenha forne-
cido a rota natural principal para a diversidade molecular, a recombinagao
genética continua sendo um processo relativamente complexo que envoive
1) o reconhecimento de homologias; 2) clivagem dos fitas, invasao dos fitas
e etapas metabdlicas que levam a produgado do quiasma recombinante; e
finalmente 3) a resolugéo do quiasma em moléculas recombinantes distintas.
A formacao do quiasma requer o reconhecimento de sequéncias homdlogas.

Em um outro aspecto, a invengao inclui um método para a pro-

ducao de um polinucleotideo hibrido de pelo menos um primeiro polinucleo-
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tideo e um segundo polinucleotideo. A invengao pode ser utilizada para pro-
duzir um polinucleotideo hibrido através da introducdo de pelo menos um
primeiro polinucleotideo e um segundo polinucleotideo que compartilham
pelo menos uma regido de homologia de sequéncia parcial (por exemplo,
SEQ ID NO: 1) em uma célula hospedeira adequada. As regides de homolo-
gia de sequéncia parcial promovem processos que resultam na reorganiza-
cao da sequéncia produzindo um polinucleotideo hibrido. O termo "polinu-
cleotideo hibrido", como utilizado aqui, € qualquer sequéncia de nucleoti-
deos que resulta do método da presente invengdo e contém a sequéncia de
pelo menos duas sequéncias de polinucleotideos originais. Tais polinucleoti-
deos hibridos podem resultar de eventos de recombinagao intermoleculares
que promovem a integragdo de sequéncias entre moléculas de DNA. Em
adicao, tais polinucleotideos hibridos podem resultar dos processos de rea-
grupamento redutivo intramoleculares que utilizam sequéncias repetidas pa-
ra alterar uma sequéncia de nucleotideos dentro de uma molécula de DNA.
A invencao fornece métodos para gerar polinucleotideos hibridos
que podem codificar polipeptideos hibridos biologicamente ativos (por e-
xemplo, uma fitase hibrida). Em um aspecto, os polinucleotideos originais
codificam polipeptideos biologicamente ativos. O método da invengéao pro-
duz novos polipeptideos hibridos através da utilizacdo de processos celula-
res que integram a sequéncia dos polinucleotideos originais de forma que o
polinucleotideo hibrido resultante codifica um polipeptideo que demonstra
atividades derivadas dos polipeptideos biologicamente ativos originais. Por
exemplo, os polinucleotideos originais podem codificar uma enzima particu-
lar de micro-organismos diferentes. Uma enzima codificada por um primeiro
polinucleotideo de um organismo ou variagao pode, por exemplo, funcionar
eficientemente sob uma condigdo ambiental particular, por exemplo, salini-
dade alta. Uma enzima codificada por um segundo polinucieotideo de um
organismo diferente ou variagdo pode funcionar eficientemente sob uma
condicdo ambiental diferente, tal como temperaturas extremamente altas.
Um polinucleotideo hibrido que contém sequéncias do primeiro e do segun-

do polinucleotideos originais pode codificar uma enzima que exibe caracte-
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risticas de ambas as enzimas codificadas pelos polinucleotideos originais.
Assim, a enzima codificada pelo polinucleotideo hibrido pode funcionar efici-
entemente sob condigcdes ambientais compartilhadas por cada uma das en-
zimas codificadas pelo primeiro e pelo segundo polinucleotideos, por exem-
plo, salinidade alta e temperaturas extremas.

Em adicdo aos varios métodos descritos anteriormente, sao
conhecidos na técnica varios métodos que podem ser utilizados para a
obtencdo de polinucleotideos hibridos com propriedades enzimaticas
melhoradas. Os exemplos a seguir ilustram o uso de tais procedimentos
para a obtencdo de enzimas termoestaveis ou termotolerantes através da
mutagénese de um polinucleotideo que codifica uma enzima do tipo
selvagem de interesse.

Por exemplo, em um aspecto, a invengao utiliza métodos que
sdo descritos por M. Lehmann e outros (em Biochimica et Biophysica Acta
1543:408-415, 2000), que descrevem uma "abordagem consenso"” em que 0
alinhamento de sequéncias de fitases fungicas homoélogas era utilizado para
calcular uma sequéncia de aminoacidos de fitase consenso. Apds a
construgcéo do gene consenso correspondente, a expresséo recombinante e
a purificacdo, a fitase recombinante obtida exibia uma temperatura de
desdobramento (Tm) 15-22° C maior que a das fitases originais utilizadas no
planejamento. A mutagénese direcionada ao sitio do gene que codifica a
proteina recombinante foi utilizada para aumentar adicionalmente o valor de
Tm para 90,4° C. O efeito de termoestabilizacdo foi atribuido ‘a uma
combinacéo de varias alteragdes de aminoacidos que foram distribuidas ao
longo da sequéncia inteira da proteina e afetou principalmente os residuos
expostos na superficie.

Em um aspecto, a invengao utiliza métodos para a obtengao de
uma enzima com propriedades térmicas melhoradas como descrito por L.
Jermutus e outros (J. of Biotechnology 85:15-24, 2001). Nesta abordagem
interacdes idnicas e pontes de hidrogénio na superficie da fitase de
Aspergillus terreus foram primeiramente restauradas para corresponderem

aquelas presentes no homélogo, mas uma enzima mais termoestavel de A.
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niger. Entdao, os elementos estruturais secundarios inteiros foram
substituidos na mesma regiao e se baseavam na estrutura de cristal da
fitase de A. niger. A substituicao de uma a-hélice na superficie da fitase de
A. terreus pelo filamento correspondente da fitase de A. niger resultou em
uma enzima quimérica baseada na estrutura (proteina de fusdo) com maior
termoestabilidade e atividade enzimatica inalterada.

Em um aspecto, a invencao utiliza métodos que sao descritos
por L. Giver e outros (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95:12809-12813, 1998),
que descrevem um procedimento em que seis geragdes de mutagénese
aleatoria introduzidas durante a PCR mutagénica de um polinucleotideo que
codifica p-nitrobenzil esterase de Bacillus subtilis seguida pela recombinagao
in vitro baseada no método de Stemmer resultaram em uma esterase
recombinante com maior termoestabilidade (aumento maior que 14°C na
Tm) sem comprometer a atividade catalitica a temperaturas mais baixas.

Em um aspecto, a invengédo utiliza métodos que s&o descritos
por C. Vetriani e outros (Proc. Natl. Acad. Sci USA 95:12300-12305, 1998),
que descrevem um procedimento através do qual a modelagem baseada na
homologia e a comparagdo direta das estruturas das glutamato desidroge-
nases hexaméricas dos hiperterméfilos Pyrococcus furiosus € Termococcus
litoralis, com temperaturas de crescimento 6timas de 100 °C e 88 °C, res-
pectivamente, foram utilizadas para determinar caracteristicas de termoesta-
bilizacdo chave. Uma rede de pares idnicos intersubunidades observada
como sendo substancialmente reduzida na enzima menos estavel foi altera-
da através da mutagénese de dois residuos contidos na mesma para restau-
rar as intera¢des observadas na enzima mais estavel. Embora qualquer mu-
tacao isolada tivesse efeitos adversos sobre a termoestabilidade, com am-
bas as mutagdes no local, foi observado um aumento de quatro vezes na
estabilidade a 104° C em relagéo a enzima do tipo selvagem.

Em um aspecto, a invengéo utiliza métodos que sdo descritos
por A. Tomschy e outros (Protein Science 9:1304-1311, 2000), que descre-
vem um procedimento que utiliza a estrutura de cristal da fitase de Aspergil-

lus niger (em uma resolugédo de 2,5 angstrons) para especificar todos os si-
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tios ativos da enzima. Um alinhamento multiplo de sequéncias de aminoaci-
dos foi entao utilizado para identificar residuos de sitios ativos n&o-
conservados que poderiam se correlacionar com uma certa propriedade fa-
voravel de interesse. Utilizando esta abordagem, GIn27 da fitase de A. fumi-
gatus, que diferia de Leu27 de A. Niger, foi identificado como estando prova-
velmente envolvido na ligacédo e/ou na liberagao do substrato e responsavel
pela atividade especifica baixa da fitase de A. fumigatus (26,5 vs. 196,6
U/mg de proteina em pH 5,0). A mutagénese direcionada ao sitio de GIn27
da fitase de A. fumigatus para Leu aumentou a atividade especifica da enzi-
ma mutante para 92,1 U/mg de proteina.

Plantas e Sementes Transgénicas

A invencao fornece plantas e sementes transgénicas que com-
preendem um acido nucleico, um polipeptideo, um cassete de expresséo,
um mecanismo de clonagem ou um vetor da invengdo ou uma célula trans-
fectada ou transformada da invencdo. A invencao fornece ainda produtos
vegetais, por exemplo, 6leos, sementes, folhas, extratos e similares, que
compreendem um acido nucleico e/ou um polipeptideo da invencgéao. A planta
transgénica pode ser dicotiledonea (uma dicot) ou monocotiledénea (uma
monocot). A invengao fornece ainda métodos de produgdo e de utilizagao
destas plantas e sementes transgénicas. A planta transgénica ou a célula
vegetal que expressa um polipeptideo da presente invencéo pode ser cons-
truida de acordo com qualquer método conhecido na técnica. Ver, por e-
xemplo, a Patente U.S. No 6.309.872.

A expressdo ou a superexpressido recombinante, das moléculas
de fitase da invencédo pode ser conseguida em combinagdo com uma ou
mais moléculas adicionais tais como, por exemplo, outras enzimas. Esta
abordagem é util para a obtengao de produtos de combinagéo, tal como uma
planta ou uma parte da planta que contém as presentes moléculas de fitase
assim como uma ou mais moléculas adicionais. As moléculas de fitase desta
invencao e as moléculas adicionais podem ser utilizadas em um tratamento
de combinacao. As moléculas expressas de forma recombinante resultantes

podem ser utilizadas na forma homogeneizada e/ou purificada ou
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alternativamente na forma relativamente nao-purificada (por exemplo, na
forma de partes da planta que podem ser consumidas que sao uteis quando
misturadas com outras matérias alimenticias para catalisar a degradagéo do
fitato).

Em um aspecto particular, a presente invencao fornece a ex-
pressao da fitase em plantas ou 6rgaos vegetais transgénicos e métodos
para a produgao dos mesmos. Os constructos de expressdao de DNA sao
fornecidos para a transformacao de plantas com um gene que codifica a fita-
se sob o controle de sequéncias reguladoras que séo capazes de direcionar
a expressdo da fitase. Estas sequéncias reguladoras incluem sequéncias
capazes de direcionar a transcrigdo nas plantas, de forma constitutiva ou de
maneiras especificas ao estagio e/ou ao tecido.

A forma de expressao depende, em parte, do uso da planta ou
de partes da mesma. As plantas e os 6rgaos vegetais transgénicos forneci-
dos pela presente invencao podem ser aplicados a uma variedade de pro-
cessos industriais diretamente, por exemplo, em produtos alimenticios para
animais ou alternativamente, a fitase expressa pode ser extraida e, se dese-
jado, purificada antes da aplicagédo. Alternativamente, a planta hospedeira ou
a parte da planta recombinante pode ser utilizada diretamente. Em um as-
pecto particular, a presente invengao fornece métodos de catalise de rea-
¢des de hidrolise de fitato utilizando sementes contendo maiores quantida-
des de fitase. O método envolve colocar em contato sementes sem ser do
tipo selvagem transgénicas, por exemplo, em uma forma triturada ou masti-
gada, com substrato contendo fitato e permitir que as enzimas nas sementes
aumentem a taxa de reacio. Através da adicao direta das sementes a um
substrato que contém fitato, a invengéo fornece uma solugéo para o proces-
so caro e problematico de extragéao e purificagdo da enzima. Em um exem-
plo, a presente invencgéo fornece métodos de tratamento através dos quais
um organismo que ndo possui um suprimento suficiente de uma enzima re-
cebe a administragdo da enzima na forma de sementes contendo maiores
quantidades da enzima. Em um aspecto, o momento da administracao da

enzima a um organismo é coordenado com o consumo de uma matéria ali-




10

15

20

25

30

99

menticia que contém fitato.

A expressao da fitase em plantas pode ser conseguida através
de uma variedade de meios. Especificamente, por exemplo, estao disponi-
veis tecnologias para a transformagdo de um grande nimero de espécies
vegetais, incluindo espécies de dicotiledéneas (por exemplo, tabaco, batata,
tomate, Petunia, Brassica) e espécies de monocotiledéneas. Adicionalmente,
por exemplo, estao disponiveis estratégias para a expressdo de genes es-
tranhos em plantas. Ainda adicionalmente, foram identificadas sequéncias
reguladoras de genes de plantas que sdo Uteis para a construgéo de genes
guiméricos que podem ser funcionalmente expressos em plantas e em celu-
las vegetais (por exemplo, Klee (1987) Ann. Rev. of Plant Phys. 38:467-486;
Clark e outros (1990) Virology Dec; 179(2):640-7; Smith e outros (1990) Mol.
Gen. Genet. Dec; 224(3):477-81.

A introdugéao de constructos génicos em plantas pode ser con-
seguida utilizando varias tecnologias incluindo a transformagédo com Agro-
bacterium tumefaciens ou com Agrobacterium rhizogenes. Os exemplos nao-
limitantes de tecidos vegetais que podem ser transformados de tal maneira
incluem protoplastos, microsporos ou poélen e explantes tais como folhas,
caules, raizes, hipocotilédones e cotilédones. Além disso, o DNA pode ser
introduzido diretamente em protoplastos e células ou tecidos vegetais atra-
vés de microinjecéo, eletroporagdo, bombardeio de particulas e captagcao
direta de DNA.

As proteinas podem ser produzidas nas plantas atraves de uma
variedade de sistemas de expressao. Por exemplo, o uso de um promotor
constitutivo tal como o promotor 35S do Virus Mosaico da Couve-flor (Guilley
e outros, 1982) & util para o acamulo da proteina expressa em virtualmente
todos os 6rgaos da planta transgénica. Alternativamente, o uso de promoto-
res que sdo altamente especificos ao tecido e/ou especificos ao estagio é
uatil para esta invencao (Higgins, 1984; Shotwell, 1989) com a finalidade de
induzir a expressdo em direcdo a tecidos desejados e/ou em diregdo a um
estagio de desenvolvimento desejado. A invengao tambem utiliza protocolos

para a expressdo em plantas das moléculas de fitase da presente invengao
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como divulgado, por exemplo, na Patente U.S. No 5.770.413 (Van Ooijen e
outros) e na Patente U.S. No 5.593.963 (Van Ooijen e outros), que ensina o
uso de fitases fungicas.

Modificacao de Sequéncias Codificadoras e Sequéncias Adjacentes

A expresséao transgénica em plantas de genes derivados de fon-
tes heterdlogas pode envolver a modificagdo de tais genes para atingir e o-
timizar sua expressao em plantas. Em particular, ORFs bacterianos que co-
dificam enzimas separadas, mas que sao codificados pelo mesmo produto
de transcrigdo no micro-organismo nativo sdo expressos da melhor maneira
em plantas em produtos de transcricao separados. Assim, em um aspecto,
para conseguir isto, cada ORF microbiano é isolado individualmente e clo-
nado dentro de um cassete que fornece uma sequéncia promotora de planta
na extremidade 5' do ORF e um terminador da transcrigdo de planta na ex-
tremidade 3' do ORF. A sequéncia do ORF isolado pode incluir o codon de
inicio ATG e o codon de término STOP, mas pode incluir sequéncia adicional
além do cédon de inicio ATG e do STOP. Em adigdo, o ORF pode estar
truncado, mas ainda manter a atividade requerida; para ORFs particularmen-
te longos, versdes truncadas que mantém a atividade podem ser preferidas
para a expressio nos organismos transgénicos. "Promotores de plantas” e
"terminadores da transcricdo de plantas” que podem ser utilizados para a
pratica desta invengao incluem quaisquer promotores e/ou terminadores da
transcricado que operam dentro das células vegetais. Isto inclui promotores e
terminadores da transcricdo que podem ser derivados de fontes néao-
vegetais tais como virus (um exemplo é o Virus Mosaico da Couve-flor).

Em alguns casos, a modificagdo nas sequéncias codificadoras
dos ORFs e na sequéncia adjacente nao & necessaria. E suficiente isolar um
fragmento que contém o ORF de interesse e inseri-lo a jusante de um pro-
motor de planta. Por exemplo, Gaffney e outros (Science 261. 754-756
(1993)) expressaram o gene nahG de Pseudomonas em plantas transgéni-
cas sob o controle do promotor 35S do CaMV e o terminador tm/ do CaMV
de forma bem-sucedida sem a modificagao da sequéncia codificadora e com

nucleotideos do gene de Pseudomonas a montante do ATG ainda ligados e
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nucleotideos a jusante do cédon STOP ainda ligados ao ORF de nahG. Pre-
ferencialmente apenas a sequéncia microbiana adjacente deve ser deixada
ligada a montante do ATG e a jusante do codon STOP. Na pratica, tal cons-
trucdo pode depender da disponibilidade de sitios de restrigao.

Em outros casos, a expressdo de genes derivados de fontes mi-
crobianas pode fornecer problemas na expressao. Estes problemas foram
bem caracterizados na técnica e sao particularmente comuns com genes
derivados de certas fontes microbianas. Estes problemas podem se aplicar a
sequéncia de nucleotideos desta invencdo e a modificagdo destes genes
pode ser realizada utilizando técnicas agora bem conhecidas na técnica. Po-
dem ser encontrados os problemas a seguir:

Uso de Coédons

A invencao fornece acidos nucleicos que possuem cdédons modi-
ficados para uso em plantas; em alguns casos o uso de cédons preferidos
em plantas difere do uso de cédons preferidos em certos micro-organismos.
A comparagao do uso de coédons dentro de um ORF microbiano clonado ao
uso em genes de plantas (e, em particuiar, genes da planta alvo) possibilita-
ra uma identificagcao dos codons dentro do ORF que devem ser preferenci-
almente alterados. Tipicamente a evolugdo das plantas tendeu em direcéo a
uma forte preferéncia dos nucleotideos C e G na posicéo da terceira base de
monocotiledéneas, enquanto que as dicotiledéneas utilizam frequentemente
os nucleotideos A ou T nesta posicdo. Através da modificagdo de um gene
para incorporar o uso de codons preferidos para uma espécie transgénica
alvo particular, muitos dos problemas descritos abaixo para o teor de GC/AT
e para o processamento ilegitimo serdo resolvidos.

Teor de GC/AT

A invencéo fornece acidos nucleicos que possuem seu teor de

GC modificado, por exemplo, para uso em plantas; os genes de plantas pos-
suem tipicamente um teor de GC de mais de 35%. As sequéncias do ORF
que sao ricas em nucleotideos A e T podem causar varios problemas nas
plantas. Em primeiro lugar, acredita-se que motivos de ATTTA causam a

desestabilizacéo de mensagens e sdo observados na extremidade 3' de mui-
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tos MRNAs de vida curta. Em segundo lugar, acredita-se que a ocorréncia
de sinais de poliadenilacdo tal como AATAAA em posigdes inapropriadas
dentro da mensagem causa a interrupgao prematura da transcricdo. Em adi-
cao, as monocotiledéneas podem reconhecer sequéncias ricas em AT como
sitios de combinagao (ver abaixo).

Sequéncias Adjacentes a Metionina de Inicio

A invencao fornece acidos nucleicos que possuem nucleotideos
adjacentes ao ATG modificado e/ou adicionado; as plantas diferem dos mi-
cro-organismos no fato de que suas mensagens nao possuem um sitio de
ligacdo ao ribossomo. Ao invés disso, acredita-se que os ribossomos se li-
gam a extremidade 5' da mensagem e buscam o primeiro ATG disponivel no
qual iniciam a traducgao. No entanto, acredita-se que ha uma preferéncia por
certos nucleotideos adjacentes ao ATG e que a expressido de genes micro-
bianos pode ser aumentada pela inclusdo de um iniciador da tradugao con-
senso eucariotico no ATG. A Clontech (catalogo de 1993/1994, pagina 210,
incorporado aqui como referéncia) sugeriu uma sequéncia como um iniciador
da tradugao consenso para a expressao do gene uidA de E. coli em plantas.
Ainda, Joshi (N.A.R. 15: 6643-6653 (1987), incorporado aqui como referén-
cia) comparou muitas sequéncias de plantas adjacentes ao ATG e sugere
uma outra sequéncia consenso. Em situagdes em que sao encontradas difi-
culdades na expressao de ORFs microbianos em plantas, a inclus&o de uma
destas sequéncias no ATG de inicio pode aumentar a tradugao. Em tais ca-
sos, os Ultimos trés nucleotideos do consenso podem nao ser apropriados
para a inclusdo na sequéncia modificada devido a sua modificagcdo do se-
gundo residuo de AA. Em alguns aspectos, as sequéncias preferidas adja-
centes a metionina de inicio podem diferir entre espécies de plantas diferen-
tes. Uma analise de 14 genes de milho localizados no banco de dados do

GenBank forneceu os resultados a seguir:
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Posicdo Antes do ATG de Inicio em 14 Genes de Milho:

-0 ® 8 7 £ H5 4 3 2 A
c 3 8 4 6 2 5 6 o 10 7
T 3 0 3 4 3 2 1 1 1 0
A 2 3 1 4 3 2 3 7 2 3
G 6 3 6 0 6 5 4 6 1 5

Esta andlise pode ser feita para a espécie de planta desejada na
qual a sequéncia de nucleotideos esta sendo incorporada e para a sequén-
cia adjacente ao ATG modificado para incorporar os nucleotideos preferidos.

Remocao de Sitios de Combinacao llegitimos

A invencado fornece acidos nucleicos que possuem sitios de
combinacgéo ilegitimos modificados ou removidos ou funcionalmente "knoc-
ked out"; os genes clonados partindo de fontes sem ser vegetais e nao oti-
mizados para expressdo em plantas também podem conter motivos que po-
dem ser reconhecidos em plantas na forma de sitios de combinacgéo 5' ou a
3' e ser clivados, gerando assim mensagens truncadas ou deletadas. Estes
sitios podem ser removidos utilizando as técnicas bem conhecidas no assun-
to.

As técnicas para a modificagdo de sequéncias codificadoras e
de sequéncias adjacentes sdo bem conhecidas no assunto. Nos casos em
que a expressao inicial de um ORF microbiano é baixa e este é considerado
apropriado para fazer alteragdes na sequéncia como descrito anteriormente,
entao a construgao de genes sintéticos pode ser realizada de acordo com os
metodos bem conhecidos na técnica. Estes sao, por exemplo, descritos nas
divulgacdes de patentes publicadas EP 0 385 962 (a Monsanto), EP 0 359
472 (a Lubrizol) e WO 93/07278 (a Ciba-Geigy), das quais todas s&o incor-
poradas aqui como referéncia. Na maioria dos casos é preferivel analisar a
expressao de construgcdes génicas utilizando protocolos de ensaios transito-
rios (que sao bem conhecidos na técnica) antes de sua transferéncia para as
plantas transgénicas.

Promotores de Plantas

As composicdes da invengdo podem conter sequéncias de Aaci-
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dos nucleicos, por exemplo, promotores, por exemplo, para a transformacao
e para a expressao em uma planta de interesse. As sequéncias de acidos
nucleicos podem estar presentes em constructos de DNA ou cassetes de
expressao. Os acidos nucleicos da invencao podem ser ou compreender,
"cassetes de expressao”, incluindo qualquer molécula de acido nucleico ca-
paz de direcionar a expressao de uma sequéncia de nucleotideos particular
em uma célula hospedeira apropriada que compreende um promotor ligado
de forma operacional a sequéncia de nucleotideos de interesse que esta
ligada de forma operacional aos sinais de término.

As composigdes (por exemplo, sequéncias de acidos nucleicos)
da invengdao também podem compreender sequéncias necessarias para a
traducdo apropriada da sequéncia de nucleotideos. A regido codificadora
codifica geralmente uma proteina de interesse, mas também pode codificar
um RNA funcional de interesse, por exemplo, RNA antissenso ou um RNA
nao-traduzido, na dire¢do senso ou antissenso. O cassete de expressao que
compreende a sequéncia de nucleotideos de interesse pode ser quimeérico,
significando que pelo menos um de seus componentes € heterdlogo em re-
lacao a pelo menos um de seus outros componentes. O cassete de expres-
sdo também pode ser um que ocorre naturalmente, mas que foi obtido em
uma forma recombinante util para expressao heteréloga. Tipicamente, entre-
tanto, o cassete de expresséo é heterélogo em relagéo ao hospedeiro, isto €,
a sequéncia de DNA particular do cassete de expresséo néo ocorre natural-
mente na célula hospedeira e tem que ter sido introduzida na célula hospe-
deira ou em um ancestral da célula hospedeira através de um evento de
transformacao. A expressdo da sequéncia de nucleotideos no cassete de
expressao pode estar sob o controle de um promotor constitutivo ou de um
promotor que pode ser induzido que inicia a transcrigdo apenas quando a
célula hospedeira é exposta a algum estimulo externo particular. Adicional-
mente, o promotor também pode ser especifico a um tecido ou 6rgéao ou es-
tagio de desenvolvimento particular.

A presente invengédo abrange a transformacgéo de plantas com

cassetes de expressdo capazes de expressar polinucleotideos. O cassete de




10

15

20

25

30

105

expressao incluira na dire¢ao 5'-3' da transcricao, uma regido de inicio da
transcrigcdo e da tradugao (isto ¢, um promotor) e um polinucleotideo de inte-
resse. O cassete de expressao pode compreender opcionalmente uma regi-
ao de término da transcricao e da tradugao (isto €, uma regido de término)
funcional em plantas. Em algumas modalidades, o cassete de expresséo
compreende um gene marcador que pode ser selecionado para permitir a
selecdo de transformantes estaveis. Os constructos de expressao da inven-
cao também podem compreender uma sequéncia-lider e/ou uma sequéncia
que permite a expressao que pode ser induzida do polinucleotideo de inte-
resse. Ver, Guo e outros (2003) Plant J. 34:383-92 e Chen e outros (2003)
Plant J. 36:731-40 para exemplos de sequéncias que permitem a expressao
que pode ser induzida.

As sequéncias reguladoras do constructo de expressao estao
ligadas de forma operacional ao polinucleotideo de interesse. "Ligado de
forma operacional” significa uma ligagcao funcional entre um promotor € uma
segunda sequéncia em que a sequéncia promotora inicia e medeia a trans-
cricdo da sequéncia de DNA que corresponde a segunda sequéncia. Geral-
mente, ligado de forma operacional significa que as sequéncias de nucleoti-
deos que estdo sendo ligadas sdo contiguas.

Qualquer promotor capaz de controlar a expressdo na planta de
interesse pode ser utilizado na pratica da invengdo. O promotor pode ser
nativo ou analogo ou estranho ou heterélogo ao hospedeiro vegetal. Os ter-
mos "heterdloga" e "exdégena" quando utilizados aqui para se referir a uma
sequéncia de acido nucleico (por exemplo, uma sequéncia de DNA ou de
RNA) ou um gene, referem-se a uma sequéncia que se origina de uma fonte
estranha a célula hospedeira particular ou, se for da mesma fonte, € modifi-
cada de sua forma original. Assim, um gene heterélogo em uma celula hos-
pedeira inclui um gene que é enddégeno a célula hospedeira particular, mas
foi modificado. Os termos também incluem varias copias que nao ocorrem
naturalmente de uma sequéncia de DNA que ocorre naturalmente. Assim, os
termos se referem a um segmento de DNA que é estranho ou heterologo a

célula ou homologo a célula, mas em uma posigéo dentro do acido nucleico
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da célula hospedeira em que o elemento ndo € comumente encontrado.
Segmentos de DNA exdégenos sdo expressos para produzir polipeptideos
exégenos. Em modalidades alternativas, uma sequéncia de acido nucleico
"homologa" (por exemplo, DNA) é uma sequéncia de acido nucleico (por e-
xemplo, DNA ou RNA) associada naturalmente a uma célula hospedeira na
qual é introduzida.

A escolha de promotores que serao incluidos depende de varios
fatores, incluindo, mas nao-limitados a eficiéncia, a capacidade de selecéao, a
capacidade de inducao, ao nivel de expresséo desejado e a expressao pre-
ferencial a célula ou ao tecido. E um assunto de rotina para um versado na
técnica modular a expressao de uma sequéncia através da selecao e do po-
sicionamento apropriados de promotores e outras regides reguladoras em
relacao a tal sequéncia.

Alguns promotores adequados iniciam a transcricdo somente ou
predominantemente, em certos tipos de células. Assim, como utilizado aqui
um promotor preferencial ao tipo celular ou ao tecido € um que controla a
expressao preferencialmente no tecido-alvo, mas também pode levar a al-
guma expressao em outros tipos de células ou tecidos. Os métodos para a
identificacdo e para a caracterizagao de regides promotoras no DNA gené-
mico de plantas incluem, por exemplo, os descritos nas referéncias a seguir:
Jordano e outros, Plant Cell, 1:855-866 (1989); Bustos e outros, Plant Cell,
1:839-854 (1989); Green e outros, EMBO J. 7, 4035-4044 (1988); Meier e
outros, Plant Cell, 3, 309-316 (1991); e Zhang e outros, Plant Physiology
110: 1069-1079 (1996).

Varios genes e/ou promotores preferidos regulados no tecido
foram relatados em plantas. Alguns genes preferidos para os tecidos relata-
dos incluem os genes que codificam as proteinas de armazenamento das
sementes (tais como napina, cruciferina, beta-conglicinina e faseolina, pro-
laminas, glutelinas, globulinas e zeinas), zeinas ou proteinas de corpo oleo-
so (tal como oleosina) ou genes envolvidos na biossintese de acidos graxos
(incluindo a proteina carreadora de acila, estearoil-ACP dessaturase e acido

graxo dessaturases (fad 2-1)) e outros genes expressos durante o desenvol-
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vimento embrionario (tal como Bce4, ver, por exemplo, EP 255378 e Kridl e
outros, (1991) Seed Science Research, 1:209).

Os exemplos de promotores especificos ao tecido, que foram
descritos, incluem a lectina (Vodkin, Prog. Clin. Biol. Res., 138;87 (1983);
Lindstrom e outros, (1990) Der. Genet., 11:160), alcool desidrogenase 1 do
mitho (Dennis e outros, Nucleic Acids Res., 12:3983 (1984)), complexo de
captagcdo de luz do milho (ver, por exemplo, Simpson, (1986) Science,
233:34; Bansal (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:3654), proteina de cho-
que térmico do milho (ver, por exemplo, Odell e outros, (1985) Nature,
313:810; subunidade pequena da RuBP carboxilase da ervilha (ver, por e-
xemplo, Poulsen e outros, (1986) Mol. Gen. Genet., 205:193-200; Cashmore
e outros, (1983) Gen. Eng. of Plants, Plenum Press, Nova York, 29-38); ma-
nopina sintase do plasmideo Ti (ver, por exemplo, Langridge e outros, (1989)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 86:3219-3223), nopalina sintase do plasmideo Ti
(Langridge e outros, (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 86:3219-3223), chal-
cona isomerase da petunia (ver, por exemplo, vanTunen (1988) EMBO J.
7:1257); proteina 1 rica em glicina do feijao (ver, por exemplo, Keller (1989)
Genes Dev. 3:1639); 35S do CaMV truncado (ver, por exemplo, Odell (1985)
Nature 313:810); patatina da batata (ver, por exemplo, Wenzler (1989) Plant
Mol. Biol. 13:347; célula de raiz (ver, por exemplo, Yamamoto (1990) Nucleic
Acids Res. 18:7449),; zeina do milho (ver, por exemplo, Reina (1990) Nucleic
Acids Res. 18:6425; Lopes e outros (1995) Mol. Gen. Genet. 247: 603-613;
Kriz (1987) Mol. Gen. Genet. 207:90; Wandelt (1989) Nucleic Acids Res.,
17:2354; Langridge (1983) Cell, 34:1015; Reina (1990) Nucleic Acids Res.,
18:7449), promotor ADP-gpp (ver, por exemplo, Patente U.S. No 7.102.057);,
globulina-1 (ver, por exemplo, Belanger (1991) Genetics 129:863); o-
globulina (Sunilkumar, e outros (2002), Transgenic Res. 11 :347-359); a-
tubulina; cab (ver, por exemplo, Sullivan (1989) Mol. Gen. Genet., 215:431);
PEPCase (ver, por exemplo, Hudspeth & Grula, (1989) Plant Molec. Biol.,
12:579-589); promotores associados ao complexo do gene R (Chandler e
outros, (1989) Plant Cell, 1:1175); promotor da vicilina da ervilha (Czako e
outros, (1992) Mol. Gen. Genet., 235:33; Patente U.S. No 5.625.136); pro-
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motor GTL1 (Takaiwa e outros (1991) Plant Mol. Biol. 16 (1), 49-58); promo-
tores da chalcona sintase (Franken e outros, (1991) EMBO J., 10:2605);
promotor GY1 (Sims & Goldburg (1989) Nuc. Acid Res. 17(11) 4368) e simi-
lares; dos quais todos sao incorporados aqui como referéncia.

A invencéo pode utilizar promotores preferidos para os frutos,
incluindo qualquer classe de promotores preferidos para os frutos, por e-
xemplo, que sdo expressos na ou durante a antitese ao longo do desenvol-
vimento dos frutos, pelo menos até o inicio do amadurecimento, por exem-
plo, como discutido na U.S. 4.943.674, cuja divulgagao é incorporada aqui
como referéncia. O promotor para o gene da poligalacturonase é ativo no
amadurecimento dos frutos. A invengao pode utilizar o gene da poligalactu-
ronase como descrito, por exemplo, na Patente U.S. No 4.535.060, na Pa-
tente U.S. No 4.769.061, na Patente U.S. No 4.801.590 e na Patente U.S.
No 5.107.065, cujas divulgag¢des sao incorporadas aqui como referéncia.

A invengao pode utilizar quaisquer promotores preferidos para
os tecidos, incluindo aqueles que direcionam a expressido nas células da
folha ap6s danos na folha (por exemplo, causados por insetos mastigado-
res), nos tubérculos (por exemplo, promotor do gene da patatina) e nas célu-
las de fibra (um exemplo de uma proteina de célula de fibra regulada pelo
desenvolvimento é E6 (John & Crow (1992) PNAS 89:5769-5773). O gene
E6 € mais ativo na fibra, embora baixo niveis de produtos da transcricdo se-
jam observados na folha, no 6vulo e na flor.

A invencao pode utilizar promotores ativos no tecido fotossintéti-
co, por exemplo, com a finalidade de controlar a transcricdo em tecidos ver-
des tais como folhas e caules, que sao adequados quando controlam a ex-
pressao somente ou predominantemente em tais tecidos. Alternativamente,
a inveng¢ao pode utilizar promotores para conferir expressao constitutiva ao
longo de toda a planta ou diferencialmente em relagdo aos tecidos verdes ou
diferencialmente em relacao ao estagio do desenvolvimento do tecido verde
no qual a expressao ocorre ou em resposta a estimulos externos.

Os exemplos de promotores utilizados na pratica desta invengao

incluem os promotores da ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase (RbcS) tal co-
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mo o promotor RbcS da larica ocidental (Larix laricina), o promotor cab6 de
pinheiro (Yamamoto e outros (1994) Plant Cell Physiol. 35:773-778), o pro-
motor do gene Cab-1 do trigo (Fejes e outros (1990) Plant Mol. Biol. 15:921-
932), o promotor CAB-1 do espinafre (Lubberstedt e outros (1994) Plant
Physiol. 104:997-1006), o promotor cab1R do arroz (Luan e outros (1992)
Plant Cell 4:971-981), o promotor da piruvato ortofosfato diquinase (PPDK)
do milho (Matsuoka e outros (1993) Proc Natl Acad Sci USA 90:9586-9590),
o promotor Lhcb1*2 do tabaco (Cerdan e outros (1997) Plant Mol. Biol.
33:245-255), o promotor do simportador de sacarose-H+ SUC2 de Arabidop-
sis thaliana (Truernit e outros (1995) Planta 196:564-570) e os promotores
de proteina de membrana tilacéide do espinafre (psaD, psaF, psaE, PC,
FNR, atpC, atpD, cab, rbcS). Outros promotores que controlam a transcricao
em caules, folhas e tecido verde sdo descritos na Publicacdo de Patente
U.S. No 2007/0006346, incorporada aqui como referéncia em sua totalidade.

Em algumas modalidades, a especificidade ao tecido de alguns
promotores "preferidos para os tecidos" pode nao ser absoluta e podem ser
testados genes repoérteres tal como Gus ou a proteina fluorescente verde, a
proteina fluorescente azul esverdeada, a proteina fluorescente amarela ou a
proteina fluorescente vermelha. Pode-se também conseguir a expressio
preferida para os tecidos com expressdo "com vazamento" através de uma
combinagao de promotores preferidos para os tecidos diferentes. Outros
promotores preferidos para os tecidos podem ser isolados por um versado
na técnica (ver a U.S. 5.589.379).

Em um aspecto, os promotores de plantas que podem ser indu-
zidos ap6s a exposicdo a hormdnios vegetais, tais como auxinas, sao utili-
zados para expressar os acidos nucleicos da invengao. Por exemplo, a in-
vengéo pode utilizar o fragmento do promotor E1 de elementos de resposta
a auxina (AuxREs) na soja (Glycine max L.) (Liu (1997) Plant Physiol.
115:397-407); o promotor GST6 de Arabidopsis que responde a auxina (que
também responde ao acido salicilico e ao peréxido de hidrogénio) (Chen
(1996) Plant J. 10: 955-966); o promotor parC do tabaco que pode ser indu-
zido pela auxina (Sakai (1996) 37:906-913); um elemento de resposta a bio-
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tina vegetal (Streit (1997) Mol. Plant Microbe Interact. 10:933-937); e, o pro-
motor que responde ao hormdnio de estresse acido abscisico (Sheen (1996)
Science 274:1900-1902).

Os acidos nucleicos da invengao também podem ser ligados de
forma operacional com os promotores de plantas que podem ser induzidos
apds a expressao a reagentes quimicos que podem ser aplicados na planta,
tais como herbicidas e antibiéticos. Por exemplo, sistemas de expressao gé-
nica que sao ativados na presenga de um ligante quimico, incluindo etanol,
tais como os que podem ser encontrados na WO 96/27673; na WO
93/01294; na WO 94/03619; na WO 02/061102, das quais todas s&o incor-
poradas aqui como referéncia. Pode ser utilizado o promotor In2-2 do milho,
ativado por agentes de seguranca de herbicidas de benzenossulfonamida
(De Veylder (1997) Plant Cell Physiol. 38:568-577); a aplicagao de agentes
de seguranca de herbicidas diferentes induz padrbes de expresséo génica
distintos, incluindo a expressao na raiz, nos hidatédios e no meristema apli-
cal do broto. A sequéncia codificadora pode estar sob o controle, por exem-
plo, de um promotor da tetraciclina que pode ser induzido, por exemplo, co-
mo descrito com plantas de tabaco transgénicas que contém o gene da argi-
nina descarboxilase de Avena sativa L. (aveia) (Masgrau (1997) Plant J.
11:465-473); estrogénio, tal como o receptor de ecdisona (WO 01/52620) ou,
um elemento que responde ao acido salicilico (Stange (1997) Plant J.
11:1315-1324). Utilizando promotores induzidos quimicamente (por exemplo,
por horménios ou pesticidas), isto €, um promotor que responde a um rea-
gente quimico que pode ser aplicado na planta transgénica no campo, a ex-
pressao de um polipeptideo da invengdo pode ser induzida em um estagio
do desenvolvimento particular da planta.

Os exemplos de promotores constitutivos que podem ser utiliza-
dos na pratica desta invengdo e que foram descritos, incluem o da actina 1
do arroz (Wang e outros (1992) Mol. Cell. Biol., 12:3399; Patente U.S. No
5.641.876); de outras isoformas da actina (McElroy e outros (1990) Plant
Cell 2: 163-171 e McEiroy e outros (1991) Mol. Gen. Genet. 231: 150-160);
35S do CaMV (Odell e outros (1985) Nature, 313:810); 19S do CaMV (Law-
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ton e outros (1987) Plant Mol. Biol. 9:315-324; Patente U.S. No 5.639.949);
nos (Ebert e outros (1987) PNAS USA 84:5745-5749); Adh (Walker e outros
(1987) PNAS USA 84:6624-6628), da sacarose sintase (Yang & Russell
(1990) PNAS USA 87:4144-4148); e os promotores da ubiquitina (por exem-
plo, girassol - Binet e outros (1991) Plant Science 79: 87-94; milho - Chris-
tensen e outros (1989) Plant Molec. Biol. 12: 619-632; e Arabidopsis - Callis
e outros, J. Biol. Chem. (1990) 265:12486-12493; e Norris e outros, Plant
Mol. Biol. (1993) 21:895-906).

Qualquer terminador da transcri¢do pode ser utilizado na pratica
desta invengado, por exemplo, pode ser utilizado em vetores, cassetes de
expressao e similares. Estes sao responsaveis pelo término da transcrigcéo
além do transgene e da poliadenilagdo do mRNA correto. A regiao de térmi-
no pode ser nativa em relagdo a regido de inicio da transcricao, pode ser
nativa em relacao a sequéncia de DNA ligada de forma operacional de inte-
resse, pode ser nativa em relagdo ao hospedeiro vegetal ou pode ser deri-
vada de uma outra fonte (isto é, estranha ou heteréloga ao promotor, a se-.
quéncia de DNA de interesse, ao hospedeiro vegetal ou a qualquer combi-
nacao dos mesmos). Os terminadores da transcri¢io apropriados s&o aque-
les que sdo conhecidos por funcionarem em plantas e incluem o terminador
35S do CAMV, o terminador tml, o terminador da nopalina sintase e o termi-
nador da rbcs E9 da ervilha. Estes podem ser utilizados tanto em monocoti-
leddneas quanto em dicotiledéneas. Em adicéo, pode ser utilizado um termi-
nador da transcrigdo nativo do gene.

A invencao pode utilizar qualquer sequéncia para aumentar a
expressao génica partindo da unidade transcricional; e estas sequéncias
podem ser utilizadas em associagcdo com os genes desta invengao para au-
mentar a sua expressdo nas plantas transgénicas. Por exemplo, foi mostra-
do que varias sequéncias intrdnicas aumentam a expresséo, particularmente
em células de monocotiledéneas. Por exemplo, foi observado que os introns
do gene Adhl do milho aumentam significativamente a expressao do gene do
tipo selvagem sob seu promotor cognato quando introduzidos nas células de

milho. Também é sabido que um numero de sequéncias lideres nao-
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traduzidas derivadas de virus aumenta a expressao e estas sao particular-
mente eficientes em células de dicotiledéneas. Especificamente, foi mostra-
do que as sequéncias lideres do Virus Mosaico do Tabaco (TMV, a "se-
quéncia W"), do Virus do Mosqueado Clorético do Milho (MCMV) e do Virus
Mosaico da Alfafa (AMV) sé&o eficientes no aumento da expressao (por e-
xemplo, Gallie e outros Nucl. Acids Res. 15: 8693-8711 (1987); Skuzeski e
outros Plant Molec. Biol. 15: 65-79 (1990)).

Direcionamento do Produto Génico Dentro da Célula

Qualquer mecanismo para o direcionamento de produtos géni-
cos, por exemplo, nas plantas, pode ser utilizado na pratica desta invengao e
tais mecanismos séo conhecidos por existirem em plantas e as sequéncias
que controlam o funcionamento destes mecanismos foram caracterizadas
em alguns detalhes. Foram caracterizadas as sequéncias que causam o di-
recionamento de produtos génicos para outros compartimentos celulares. As
sequéncias amino terminais podem ser responsaveis pelo direcionamento de
uma proteina de interesse para qualquer compartimento celular, tal como,
um vacuolo, uma mitocéndria, um peroxissomo, corpos proteicos, reticulo
endoplasmatico, cloroplasto, granulo de amido, amiloplasto, apoplasto ou
parede celular de uma planta (por exemplo, Unger e outros Plant Molec. Biol.
13: 411-418 (1989); Rogers e outros (1985) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:
6512-651; Patente U.S. No 7.102.057;, WO 2005/096704, dos quais todos
sao incorporados aqui como referéncia). Opcionalmente, a sequéncia sinal
pode ser uma sequéncia sinal N-terminal de waxy, uma sequéncia sinal N-
terminal da y-zeina, um dominio de ligacao ao amido, um dominio de ligagao
ao amido C-terminal, uma sequéncia de direcionamento para o cloroplasto,
que importa a proteina madura para o cloroplasto (Comai e outros (1988) J.
Biol. Chem. 263: 15104-15109; van den Broeck e outros (1985) Nature 313:
3568-363; Patente U.S. No 5.639.949) ou uma sequéncia sinal de secrecao
partindo de células a aleurona (Koehler & Ho, Plant Cell 2: 769-783 (1990)).
Adicionalmente, sequéncias amino terminais em associagdo com sequéncias
carboxi terminais sao responsaveis pelo direcionamento vacuolar de produ-

tos génicos (Shinshi e outros (1990) Plant Molec. Biol. 14: 357-368).
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Em um aspecto, a sequéncia sinal selecionada deve incluir o
sitio de clivagem conhecido e a fusdo construida deve levar em considera-
¢ao quaisquer aminoacidos apoés o(s) sitio(s) de clivagem, que é(sao) ne-
cessario(s) para a clivagem. Em alguns casos, este requerimento pode ser
satisfeito pela adicdo de um numero pequeno de aminoacidos entre o sitio
de clivagem e o transgene ATG ou, alternativamente, pela substituicdo de
alguns aminoacidos pela sequéncia do transgene. Estas técnicas de cons-
trucdo sdo bem conhecidas no assunto e sédo igualmente aplicaveis a qual-
quer compartimento celular.

Em um aspecto, os mecanismos descritos anteriormente para o
direcionamento celular podem ser utilizados ndo somente em associacéo a
seus promotores cognatos, mas também em associagdo com promotores
heterélogos de forma a realizar uma meta de direcionamento a célula espe-
cifica sob a regulagao transcricional de um promotor que possui um padr&ao
de expressao diferente daquele do promotor do qual o sinal de direciona-
mento € derivado.

Em suma, uma variedade de meios pode ser utilizada na pratica
desta invencao, incluindo quaisquer meios para conseguir a expressao re-
combinante da fitase em uma planta, semente, 6érgao ou qualquer parte da
planta transgénica. Tais plantas e partes das plantas transgénicas s&o Uteis
como fontes da fitase expressa de forma recombinante, que pode ser utiliza-
da diretamente em fontes contendo fitato. Alternativamente, a fitase expres-
sa por plantas recombinantes pode ser extraida da fonte vegetal e, se dese-
jado, purificada antes do contato com o substrato da fitase.

Dentro do contexto da presente invengao, as plantas que podem
ser selecionadas (utilizadas na pratica desta invengao) incluem, mas nao-
estdo limitadas a plantas de cultivo que produzem flores comestiveis tais
como couve-flor (Brassica oleracea), alcachofra (Cynara scolymus), frutos
tais como maca (Malus, por exemplo, domesticus), banana (Musa, por e-
xemplo, acuminata), bagas (tal como a groselha, Ribes, por exemplo, ru-
brum), cereja (tal como a cereja doce, Prunus, por exemplo, avium), pepino

(Cucumis, por exemplo, sativus), uva (Vitis, por exemplo, vinifera), limao (Ci-
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trus limon), melado (Cucumis melo), nozes (tal como a nogueira, Juglans, por
exemplo, regia; amendoim, Arachis hypogeae), laranja (Citrus, por exemplo,
maxima), péssego (Prunus, por exemplo, persica), péra (Pyra, por exemplo,
communis), ameixa (Prunus, por exemplo, domestica), morango (Fragaria,
por exemplo, moschata), tomate (Lycopersicon, por exemplo, esculentum),
folhas, tais como alfalfa (Medicago, por exemplo, sativa), repolho (por exem-
plo, Brassica oleracea), chicoria (Cichoreum, por exemplo, endivia), alho po-
ré (Allium, por exemplo, porrum), alface (Lactuca, por exemplo, sativa), espi-
nafre (Spinacia, por exemplo, oleraceae), tabaco (Nicotiana, por exemplo,
tabacum), raizes, tais como araruta (Maranta, por exemplo, arundinacea),
beterraba (Betfa, por exemplo, vulgaris), cenoura (Daucus, por exemplo, ca-
rota), mandioca (Manihot, por exemplo, esculenta), nabo (Brassica, por e-
xemplo, rapa), rabanete (Raphanus, por exemplo, sativus), inhame (Diosco-
rea, por exemplo, esculenta), batata doce (Ipomoea batatas) e sementes,
tais como feijao (Phaseolus, por exemplo, vulgaris), ervilha (Pisum, por e-
xemplo, sativum), soja (Glycin, por exemplo, max), trigo (Triticum, por exem-
plo, aestivum), cevada (Hordeum, por exemplo, vulgare), milho (Zea, por
exemplo, mays), arroz (Oryza, por exemplo, sativa), semente de colza
(Brassica napus), paingo (Panicum L.), girassol (Helianthus annus), aveia
(Avena sativa), tubérculos, tais como couve rabano (Brassica, por exemplo,
oleraceae), batata (Solanum, por exemplo, tuberosum) e similares.

Em um aspecto, os acidos nucleicos e os polipeptideos da in-
vengao sao expressos dentro ou inseridos em qualquer planta ou semente.
As plantas transgénicas da invengao podem ser dicotiledéneas ou monocoti-
ledéneas. Os exemplos de plantas transgénicas monocotiledéneas da inven-
¢ado sao gramineas, tal como grama do prado (campim do campo, Poa),
gramineas forrageiras tais como festuca, 16lio, gramineas temperadas, tal
como Agrostis e cereais, por exemplo, trigo, aveia, centeio, cevada, arroz,
sorgo e milho. Os exemplos de plantas transgénicas dicotiledéneas da in-
vencgao sao tabaco, verduras, tais como tremogos, batata, beterraba, ervilha,
feijao e soja e plantas cruciferas (familia Brassicaceae), tais como couve-

flor, semente de colza e o organismo modelo intimamente relacionado Ara-
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bidopsis thaliana. Assim, as plantas e as sementes transgénicas da invencgéo
incluem uma faixa ampla de plantas, incluindo, mas nao-limitadas as espé-
cies dos géneros Anacardium, Arachis, Asparagus, Atropa, Avena, Brassica,
Citrus, Citrullus, Capsicum, Carthamus, Cocos, Coffea, Cucumis, Cucurbita,
Daucus, Elaeis, Fragaria, Glycine, Gossypium, Helianassim, Heterocallis,
Hordeum, Hyoscyamus, Lactuca, Linum, Lolium, Lupinus, Lycopersicon, Ma-
lus, Manihot, Majorana, Medicago, Nicotiana, Olea, Oryza, Panieum, Panni-
setum, Persea, Phaseolus, Pistachia, Pisum, Pyrus, Prunus, Raphanus, RIi-
cinus, Secale, Senecio, Sinapis, Solanum, Sorghum, Theobromus, Trigonel-
la, Triticum, Vicia, Vitis, Vigna e Zea.

Em modalidades alternativas, os acidos nucleicos da invencao
sdo expressos em plantas que contém células de fibra, incluindo, por exem-
plo, algodao, arvore de paina (Paina, Ceiba pentandra), salgueiro do deser-
to, Larrea tridentata, Eurotia lanata, pau de balsa, rami, Hibiscus cannabinus,
canhamo, Hibiscus sabdariffa, juta, sisal abaca e linho. Em modalidades al-
ternativas, as plantas transgénicas da invencao podem ser membros do gé-
nero Gossypium, incluindo membros de qualquer espécie de Gossypium,
tais como G. arboreum; G. herbaceum, G. barbadense e G. hirsutum.

Plantas adicionais assim como sistemas de expressdo sem ser
vegetais podem ser utilizados na pratica desta invengéo. A escolha da espé-
cie vegetal é primariamente determinada pelo uso pretendido da planta ou
das partes da mesma e pela acessibilidade da espécie vegetal a transforma-
cao.

Estao disponiveis varias técnicas para a introdugao da constru-
cao de expressao que contém a sequéncia de DNA que codifica a fitase nas
plantas-alvo. As técnicas para a transformagéo de uma ampla variedade de
espécies de plantas superiores sdo bem conhecidas e descritas na literatura
técnica e cientifica. Ver, por exemplo, Weising (1988) Ann. Rev. Genet.
22:421-477; Patente U.S. No 5.750.870. Tais técnicas também podem inclu-
ir, mas nao-estao limitadas a transformacéao de protoplastos utilizando o me-
todo de calcio/polietileno glicol, eletroporagao e microinjecdo ou bombardeio

de particulas (revestidas) (Potrykus, 1990). Em adi¢do a estes assim cha-
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mados métodos de transformacgao direta de DNA, estdo amplamente dispo-
niveis sistemas de transformacgado que envolvem vetores, tais como vetores
virais (por exemplo, do Virus Mosaico da Couve-flor (CaMV)) e vetores bac-
terianos (por exemplo, do género Agrobacterium) (Potrykus, 1990). Apos a
selegcao e/ou a classificagédo, os protoplastos, as células ou as partes das
plantas que foram transformadas podem ser regeneradas em plantas intei-
ras, utilizando métodos conhecidos na técnica (Horsch e outros, 1985). A
escolha das técnicas de transformacéo e/ou de regeragdo nao é critica para
esta invengao.

Os acidos nucleicos e os constructos de expressao da invencao
podem ser introduzidos em uma célula vegetal através de quaisquer meios.
Em aspectos alternativos da pratica desta invencao, é pretendido que o ter-
mo "introduc&ao” no contexto de um polinucleotideo, por exemplo, um cons-
tructo de nucleotideos de interesse, signifique a apresentacdo a planta do
polinucleotideo de tal maneira que o polinucleotideo tenha acesso ao interior
de uma célula da planta. Quando mais de um polinucleotideo deve ser intro-
duzido, estes polinucleotideos podem ser montados como parte de um uUnico
constructo de nucleotideos ou como constructos de nucleotideos separados
e podem estar situados nos mesmo ou em vetores de transformacao diferen-
tes. Consequentemente, estes polinucleotideos podem ser introduzidos na
célula hospedeira de interesse em um unico evento de transformacgao, em
eventos de transformacdo separados ou, por exemplo, nas plantas, como
parte de um protocolo de cruzamento. Os métodos da invencao nao depen-
dem de um meétodo particular para introduzir um ou mais polinucleotideos
em uma planta, somente que o(s) polinucleotideo(s) tenham acesso ao inte-
rior de pelo menos uma célula da planta. Os métodos para a introdugao de
polinucleotideos nas plantas sdo conhecidos na técnica incluindo, mas n&o-
limitados aos métodos de transformacéo transitéria, aos métodos de trans-
formacao estavel e aos métodos mediados por virus.

A "transformacao transitéria” pode ser utilizada na pratica desta
invencao e em alguns aspectos no contexto de um polinucleotideo € preten-

dido que signifique que um polinucleotideo €& introduzido na planta e nao se
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integre no genoma da planta. "Introdugao estavel” ou "introduzido de forma
estavel” no contexto de um polinucleotideo introduzido em uma planta pode
ser utilizado na préatica desta invengdo e em alguns aspectos & pretendido
que o polinucleotideo introduzido seja incorporado de forma estavel no ge-
noma da planta e assim a planta é transformada de forma estavel com o po-
linucleotideo.

"Transformacgao estavel" ou "transformado de forma estavel" no
contexto de um polinucleotideo introduzido em uma planta pode ser utilizado
na pratica desta invencdo e em alguns aspectos é pretendido que um poli-
nucleotideo, por exemplo, um constructo de nucleotideos descrito aqui, seja
introduzido em uma planta integrado no genoma da planta e que seja capaz
de ser herdado pela progénie da mesma, mais particularmente, pela progé-
nie de varias geragdes sucessivas. A introdugao no genoma de uma planta
desejada pode ser tal que a enzima é regulada pelos elementos endégenos
de controle da transcricao ou da tradugédo. As técnicas de transformacao tan-
to para monocotiledéneas quanto para dicotiledoneas sdo bem conhecidas
no assunto.

Os acidos nucleicos da invengdo podem ser utilizados para con-
ferir caracteristicas desejadas a essencialmente qualquer planta. Em uma
modalidade, a enzima da invengao pode ser expressa de tal maneira que a
enzima nao entrara em contato com seu substrato até desejado. Por exem-
plo, uma enzima da invengado pode ser direcionada e mantida no reticulo
endoplasmatico de uma célula vegetal. A retengcdo da enzima, no reticulo
endoplasmatico da célula, previnira que a enzima entre em contato com seu
substrato. A enzima e o substrato podem entdo ser colocados em contato
através de quaisquer meios capazes de romper a arquitetura subcelular, tais
como trituragdo, moagem, aquecimento e similares. Ver, WO 98/11235, WO
2003/18766 e WO 2005/096704, das quais todas sao incorporadas aqui co-
mo referéncia.

Os genes marcadores que podem ser selecionados podem ser
adicionados ao constructo génico com a finalidade de identificar células ou

tecidos vegetais que possuem integrados de forma bem-sucedida o transge-
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ne. Isto pode ser necessario porque conseguir a incorporacao € a expressao
de genes em células vegetais € um evento raro, ocorrendo em apenas uma
baixa porcentagem dos tecidos ou células-alvo. Os genes marcadores que
podem ser selecionados codificam proteinas que fornecem resisténcia a a-
gentes que sdo normalmente téxicos as plantas, tais como antibidticos ou
herbicidas. Apenas as células vegetais que possuem integradas o gene
marcador que pode ser selecionado sobreviverao quando cultivadas em um
meio contendo o antibiético ou o herbicida apropriado. Os marcadores de
selecao utilizados rotineiramente na transformacgéao incluem o gene nptll, que
confere resisténcia a canamicina e antibiéticos relacionados (Messing & Vi-
erra. Gene 19: 259-268 (1982); Bevan e outros, Nature 304:184-187 (1983)),
o gene bar, que confere resisténcia ao herbicida fosfinotricina (White e ou-
tros, Nucl. Acids Res 18: 1062 (1990), Spencer e outros Theor. Appl. Genet
79: 625-631 (1990)), o gene hph, que confere resisténcia ao antibidtico hi-
gromicina (Blochinger & Diggelmann, Mol Cell Biol 4: 2929-2931), o gene
dhfr, que confere resisténcia ao metotrexato (Bourouis e outros, EMBO J.
2(7): 1099-1104 (1983)), o gene EPSPS, que confere resisténcia ao glifosato
(Patentes U.S. Nos 4.940.935 e 5.188.642).

Alternativamente, o material vegetal transgénico pode ser identi-
ficado através de um sistema de selegédo positiva, tal como o sistema que
utiliza o gene da manose-6-fosfato isomerase, que fornece a capacidade de
metabolizar manose (Patentes U.S. Nos 5.767.378 e 5.994.629).

Em um aspecto, a produgio de plantas ou sementes transgéni-
cas compreende a incorporagao de sequéncias da invencéo e, opcionalmen-
te, genes marcadores em um constructo de expressédo alvo (por exemplo,
um plasmideo), junto com o posicionamento do promotor e das sequéncias
terminadoras. Isto pode envolver a transferéncia do gene modificado para
dentro da planta através de um método adequado. Uma ou mais das se-
quéncias da invencéao podem ser combinadas com sequéncias que conferem
resisténcia a inseto, doenca, seca, maior rendimento, maior qualidade nutri-
cional do grao, maior rendimento de etanol e similares.

Por exemplo, uma construgdo pode ser introduzida diretamente
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no DNA gendmico da célula vegetal utilizando técnicas tais como eletropora-
¢do e microinjegcao de protoplastos de células vegetais ou os constructos
podem ser introduzidos diretamente no tecido vegetal utilizando métodos de
balistica, tal como bombardeio de particulas de DNA. Por exemplo, ver, por
exemplo, Christou (1997) Plant Mol. Biol. 35:197-203; Pawlowski (1996) Mol.
Biotechnol. 6:17-30; Klein (1987) Nature 327:70-73; Takumi (1997) Genes
Genet. Syst. 72:63-69, que discutem o uso de bombardeio de particulas para
introduzir transgenes no trigo; e Adam (1997) supra, para o uso de bombar-
deio de particulas para introduzir YACs em células vegetais. Por exempio,
Rinehart (1997) supra, utilizaram o bombardeio de particulas para gerar
plantas de algodao transgénicas. O aparato para a aceleracdo de particulas
é descrito na Patente U.S. No 5.015.580; e, o instrumento de aceleracao de
particulas PDS-2000 BioRad (Biolistics) disponivel comercialmente; ver tam-
bém, John, Patente U.S. No 5.608.148; e Ellis, Patente U.S. No 5.681.730,
que descrevem a transformacao de gimnospermas mediada por particulas.

Em um aspecto, os protoplastos podem ser imobilizados e inje-
tados com acidos nucleicos,‘ por exemplo, uma construgdo de expressao.
Embora a regeneracéo da planta partindo de protoplastos ndo seja facil com
cereais, a regeneragdo da planta & possivel em verduras utilizando embrio-
génese somatica partindo de calos derivados de protoplastos. Os tecidos
organizados podem ser transformados com DNA nu utilizando a técnica de
pistola génica, em que o DNA é revestido em microprojéteis de tungsténio,
disparados a 1/1000 do tamanho das células, que carregam o DNA profun-
damente para dentro das células e das organelas. O tecido transformado &
entao induzido a regeneracgédo, geralmente através da embriogénese somati-
ca. Esta técnica tem sido bem-sucedida em varias espécies de cereais inclu-
indo milho e arroz.

Os acidos nucleicos, por exemplo, os constructos de expressao,
também podem ser introduzidos nas células vegetais utilizando virus recom-
binantes. As células vegetais podem ser transformadas utilizando vetores
virais, tais como, por exemplo, vetores derivados do virus mosaico do tabaco
(Rouwendal (1997) Plant Mol. Biol. 33:989-999), ver, Porta (1996) "Use of
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viral replicons for the expression of genes in plants", Mol. Biotechnol. 5:209-
221.

Alternativamente, os acidos nucleicos, por exemplo, um cons-
tructo de expressao, podem ser combinados com regides flanqueadoras do
T-DNA adequadas e introduzida em um vetor hospedeiro de Agrobacterium
tumefaciens convencional. As fungdes de viruléncia do hospedeiro de Agro-
bacterium tumefaciens direcionardo a insergao da construcéo e do marcador
adjacente no DNA da célula vegetal quando a célula for infectada pelas bac-
térias. As técnicas de transformacdo mediadas por Agrobacterium tumefaci-
ens, incluindo o desarmamento e o uso de vetores binarios, sdo bem descri-
tas na literatura cientifica. Ver, por exemplo, Horsch (1984) Science 233:496-
498; Fraley (1983) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80:4803 (1983); Gene Trans-
fer to Plants, Potrykus, ed. (Springerlag, Berlin 1995). O DNA em uma célula
de A. tumefaciens fica contido no cromossomo bacteriano assim como em
uma outra estrutura conhecida como um plasmideo Ti (indutor de tumor). O
plasmideo Ti contém um fita de DNA denominado T-DNA (~20 kb de com-
primento) que é transferido para a célula vegetal no processo de infec¢ao e
uma série de genes vir (viruléncia) que direcionam o processo de infecgéo.
A. tumefaciens pode infectar uma planta apenas através de ferimentos:
quando uma raiz um caule da planta sofre ferimentos isto produz certos si-
nais quimicos, em resposta aos quais, os genes vir de A. fumefaciens se
tornam ativados e direcionam uma série de eventos necessarios para a
transferéncia do T-DNA do plasmideo Ti para o cromossomo da planta. O T-
DNA entdo entra na célula vegetal através dos ferimentos. Uma especulacéo
é que o T-DNA espera até que o DNA da planta seja replicado ou transcrito,
entdo se insere no DNA da planta exposto. Para utilizar A. tumefaciens como
um vetor de transgenes, a segio indutora de tumor do T-DNA tem que ser
removida, enquanto as regides de borda do T-DNA e os genes vir sao man-
tidos. O transgene é entao inserido entre as regides de borda do T-DNA,
onde é transferido para a célula vegetal e se integra nos cromossomos da

planta.
A invencao fornece a transformagéo de plantas monocotiledd-
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neas utilizando os acidos nucleicos da invengéo, incluindo cerais importan-
tes, ver Hiei (1997) Plant Mol. Biol. 35:205-218. Ver também, por exemplo,
Horsch, Science (1984) 233:496; Fraley (1983) Proc. Natl. Acad. Sci USA
80:4803; Thykjaer (1997) supra; Park (1996) Plant Mol. Biol. 32:1135-1148,
que discutem a integracdo do T-DNA no DNA genémico. Ver também D'Hal-
luin, Patente U.S. N° 5.712.135, que descreve um processo para a integra-
cao estavel de um DNA que compreende um gene que é funcional em uma
célula de um cereal ou outra planta monocotiledénea.

Em um aspecto, a terceira etapa pode envolver a selegao € a
regeracéo de plantas inteiras capazes de transmitir o gene-alvo incorporado
para a geragao seguinte. Tais técnicas de regeracéo se baseiam na manipu-
lacdo de certos fitohorménios em um meio de cultura de tecido, tipicamente
dependendo de um marcador biocida e/ou herbicida que foi introduzido junto
com as sequéncias de nucleotideos desejadas. A regeneracéo de plantas
partindo dos protoplastos cultivados é descrito em Evans e outros, Proto-
plasts Isolation and Culture, Handbook of Plant Cell Culture, pp. 124-176,
MacMillilan Publishing Company, Nova York, 1983; e Binding, Regeneration
of Plants, Plant Protoplasts, pp. 21-73, CRC Press, Boca Raton, 1985. A re-
geracao também pode ser obtida partindo de calos, explantes, 6rgaos vege-
tais ou partes dos mesmos. Tais técnicas de regeracdo séo descritas de
forma geral em Klee (1987) Ann. Rev. of Plant Phys. 38:467-486. Para a ob-
tencao de plantas inteiras partindo de tecidos transgénicos tais como embri-
bes imaturos, estes podem ser cultivados sob condi¢des ambientais contro-
ladas em uma série de meios que contém nutrientes e hormdnios, um pro-
cesso conhecido como cultura de tecido. Uma vez que plantas inteiras foram
geradas e produzem semente, comega a avaliagéo da progénie.

Em um aspecto, depois de o cassete de expresséo estar incor-
porado de forma estavel nas plantas transgénicas, este pode ser introduzido
em outras plantas através de cruzamento sexual. Qualquer numero de técni-
cas de cruzamento padronizadas pode ser utilizado, dependendo da espécie
que sera cruzada. Ver, por exemplo, Welsh J. R, Fundamentals of Plant
Genetics and Breeding, John Wiley & Sons, NY (1981); Crop Breeding, Wo-
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od D. R. (Ed.) American Society of Agronomy Madison, Wis. (1983); Mayo
O., The Theory of Plant Breeding, Segunda Edicao, Clarendon Press, Oxford
(1987); Singh, D. P., Breeding for Resistence to Diseases and Insect Pests,
Springer-Verlag, NY (1986); e Wricke e Weber, Quantitative Genetics and
Selection Plant Breeding, Waliter de Gruyter e Co., Berlin (1986).

Em um aspecto, uma vez que a expressao transgénica dos aci-
dos nucleicos da invengao leva a alteragbes fenotipicas, as plantas que
compreendem os acidos nucleicos recombinantes da invencao podem ser
cruzadas sexualmente com uma segunda planta para a obtengdo de um
produto final. Assim, a semente da invengao pode ser derivada de um cru-
zamento entre duas plantas transgénicas da invencao ou um cruzamento
entre uma planta da invencado e uma outra planta. Os efeitos desejados (por
exemplo, expressdo dos polipeptideos da invengao para a produgao de uma
planta na qual o comportamento de florescéncia € alterado) podem ser in-
tensificados quando ambas as plantas parentais expressam os polipeptideos
(por exemplo, fitase) da invengao. Os efeitos desejados podem ser passados
para as geracgodes futuras de plantas através de meios de propagagao padro-
nizados.

Para as dicotileddneas, pode ser utilizado um sistema de vetor
binario (Hoekema e outros, 1983; EP 0120516 Schilperoort e outros). Por
exemplo, podem ser utilizadas cepas de Agrobacterium que contém um
plasmideo vir com os genes de viruléncia e um plasmideo compativel con-
tendo o constructo génico que sera transferido. Este vetor pode ser replicado
tanto em E. coli quanto em Agrobacterium e € derivado do vetor binario
Bin19 (Bevan, 1984) que é alterado em detalhes que nao séo relevantes pa-
ra esta invencao. Os vetores binarios que sao utilizados neste exemplo con-
tém entre as sequéncias das bordas esquerda e direita do T-DNA, um gene
NPTIl idéntico que codifica resisténcia a canamicina (Bevan, 1984) e um si-
tio de clonagem multipla para clonar no mesmo os constructos génicos re-
queridos.

A transformacao e a regeragéo de plantas de cultivo monocotile-

déneas podem ser praticadas utilizando qualquer método ou procedimento
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padronizado; as monocotiledéneas sao susceptiveis a transformacao e plan-
tas transgénicas férteis podem ser regeneradas partindo das células trans-
formadas. Em um aspecto alternativo, as monocotiledéneas sao transforma-
das através da transformacgao por Agrobacterium.

Em um aspecto, as plantas transgénicas de arroz podem ser
obtidas utilizando o gene hph bacteriano, que codifica resisténcia a higromi-
cina, como um marcador de selecao; o gene pode ser introduzido por eletro-
poracdo. Em um aspecto, as plantas de milho transgénicas podem ser obti-
das através da introdugcdo do gene bar de Streptomyces hygroscopicus, que
codifica fosfinotricina acetiltransferase (uma enzima que inativa o herbicida
fosfinotricina), em células embrionarias de uma cultura em suspensé&o de
milho através do microbombardeio de particulas. Em um aspecto, o material
genético pode ser introduzido nos protoplastos da aleurona de plantas de
cultivo monocotiledéneas tais como trigo e cevada. Em um aspecto, as plan-
tas de trigo sédo regeneradas partindo da cultura em suspensao embrionaria
através da selecdo apenas dos tecidos de calos embrionarios compactos e
nodulares envelhecidos para o estabelecimento das culturas em suspensao
embrionaria. Em um aspecto, a combinagdo com sistemas de transformacéao
para estas plantas de cultivo possibilita a aplicagéo da presente invengao em
monocotiledéneas. Estes métodos e outros métodos também podem ser a-
plicados para a transformacéo e para a regeracéo de dicotiled6neas.

Na pratica desta invengao, a expressao da construgao de fitase
envolve detalhes tais como a transcrigdo do gene por polimerases da planta,
a traducé@o de mRNA etc. que sao conhecidos pelos versados na técnica das
técnicas do DNA recombinante. Alguns detalhes relevantes para a pratica de
algumas modalidades desta invengdo sédo discutidos aqui. As sequéncias
reguladoras que sdo conhecidas ou que sao obervadas como causadoras da
expressdo da fitase podem ser utilizadas na presente invengao. A escolha
das sequéncias reguladoras utilizadas pode depender da planta de cultivo
alvo e/ou do 6rgao alvo de interesse. Tais sequéncias reguladoras podem
ser obtidas partindo de plantas ou virus de plantas ou podem ser sintetiza-

das quimicamente. Tais sequéncias reguladoras sao promotores ativos no
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direcionamento da transcricdo nas plantas, de forma constitutiva ou especifi-
ca ao estagio e/ou ao tecido, dependendo do uso da planta ou de partes da
mesma. Estes promotores incluem, mas n&o-estdo limitados a promotores
que exibem expressao constitutiva, tal como o promotor 35S do Virus Mo-
saico da Couve-flor (CaMV) (Guilley e outros, 1982), aqueles para a expres-
sao especifica & folha, tal como o promotor do gene da subunidade pequena
da ribulose bisfosfato carboxilase (Coruzzi e outros, 1984), aqueles para a
expressao especifica a raiz, tal como o promotor do gene da glutamina sin-
tase (Tingey e outros, 1987), aqueles para a expressao especifica a semen-
te, tal como o promotor da cruciferina A de Brassica napus (Ryan e outros,
1989), aqueles para a expresséo especifica ao tubérculo, tal como o promo-
tor da patatina de classe | da batata (Koster-Topfer e outros, 1989; Wenzler
e outros, 1989) ou aqueles para a expressao especifica ao fruto, tal como o
promotor da poligalacturonase (PG) do tomate (Bird e outros, 1988).

Outras sequéncias reguladoras tais como sequéncias terminado-
ras e sinais de poliadenilagdo podem ser utilizados na pratica desta invencao
e podem incluir qualquer sequéncia que funciona como tal em plantas, cuja
escolha esta dentro do nivel do versado na técnica. Um exemplo de tais se-
guéncias é a regiao flanqueadora a 3' do gene da nopalina sintase (nos) de
Agrobacterium tumefaciens (Bevan, supra). As sequéncias reguladoras tam-
bém podem incluir sequéncias intensificadoras, tal como a encontrada no
promotor 35S de CaMV e sequéncias estabilizadoras do mRNA tal como a
sequéncia-lider do Virus Mosaico da Alfafa (AIMV) RNA4 (Brederode e ou-
tros, 1980) ou quaisquer outras sequéncias que funcionam de uma maneira
similar.

Em algumas modalidades, uma fitase da invengcao é expressa
em um ambiente que permite a estabilidade da proteina expressa. A escolha
de compartimentos celulares, tal como citosol, reticulo endoplasmatico, va-
cuolo, corpo proteico ou espacgo periplasmatico pode ser utilizada para criar
um ambiente estavel, dependendo dos parametros biofisicos da fitase. Tais
parametros incluem, mas nao-estao limitados ao pH 6timo, a sensibilidade a

proteases ou a sensibilidade a molaridade do compartimento preferido.




10

15

20

25

30

125

Em algumas modalidades, uma fitase da invencéo & expressa no
citoplasma,; em algum aspecto, para a obtengéao da expresséo no citoplasma
da célula, a enzima expressa nao deve conter peptideo sinal de secrecéo ou
qualquer outra sequéncia de direcionamento. Para a expressido em cloro-
plastos e mitocdndrias, a enzima expressa deve conter o assim chamado
peptideo de transito especifico para a importagao para dentro destas orga-
nelas. As sequéncias de direcionamento que podem ser ligadas a enzima de
interesse com a finalidade de atingir esse objetivo sdo conhecidas (Smee-
kens e outros, 1990; van den Broeck e outros, 1985; Wolter e outros, 1988).
Se a atividade da enzima for desejada nos vacuolos, um peptideo sinal de
secregao tem que estar presente, assim como uma sequéncia de direciona-
mento especifica que direciona a enzima para estes vacuolos (Tague e ou-
tros, 1990). O mesmo € verdadeiro para os corpos proteicos nas sementes.
A sequéncia de DNA que codifica a enzima de interesse deve ser modificada
de tal maneira que a enzima pode exercer sua agéo na localizagao desejada
na célula.

Em algumas modalidades, para conseguir a expressao extrace-
lular da fitase, o constructo de expressado da presente invencao utiliza uma
sequéncia sinal de secre¢cao. Embora as sequéncias sinais que sdao homoélo-
gas (nativas) a espécie vegetal hospedeira possam ser preferidas, sequén-
cias sinais heterdlogas, isto é, aquelas que se originam de outra espécie de
planta ou tem origem microbiana, também podem ser utilizadas. Tais se-
quéncias sinais sdo conhecidas pelos versados na técnica. As sequéncias
sinais apropriadas que podem ser utilizadas dentro do contexto da presente
invencao sao divulgadas em Blobel e outros, 1979; Von Heijne, 1986; Garcia
e outros, 1987; Sijmons e outros, 1990; Ng e outros, 1994; e Powers e ou-
tros, 1996).

Em algumas modalidades, todas as partes dos constructos de
DNA relevantes (promotores, sequéncias reguladoras, secretoras, estabili-
zadoras, de direcionamento ou terminadoras) da presente invengao sido mo-
dificadas, se desejado, para afetar suas caracteristicas de controle utilizando

métodos conhecidos pelos versados na técnica. As plantas que contém fita-
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se obtida através da presente invengao podem ser utilizadas para a obten-
¢ao de plantas ou 6rgdos vegetais com niveis de fitase ainda maiores. Por
exemplo, pode ser possivel a obtengdo de tais plantas ou 6rgdos vegetais
através do uso de técnicas de variagdo somoclonal ou através de técnicas
de cruzamento. Tais técnicas sdo bem conhecidas pelos versados na técni-
ca.

Em um aspecto, a presente invengéo fornece um método (e pro-
dutos do mesmo) para conseguir um sistema de superexpressao altamente
eficiente de fitase e outras moléculas. Em um aspecto, a invengao fornece
um meétodo (e produtos do mesmo) para conseguir um sistema de superex-
pressao altamente eficiente de fitase e fosfatase acida em pH 2,5 em Tri-
choderma. Este sistema resulta em composicées de enzima que possuem
utilidade particular na indastria alimenticia para animais. Detalhes adicionais
em relagcéo a esta abordagem estédo na literatura publica e/ou sdo conheci-
dos pelo versado na técnica. Em um exemplo nao-limitante particular, tal
literatura disponivel ao publico inclui a EP 0659215 (W0 9403612 A1) (Neva-
lainen e outros), embora esta referéncia nao ensine as moléculas inventivas
do presente pedido de patente.

Em algumas modalidades, a invengao utiliza o reagrupamento in
vivo, que pode ser concentrado nos processos "intermoleculares" referidos
coletivamente como "recombinagao", que em bactérias pode ser um fené-
meno "dependente de RecA". A invengao pode ser baseada nos processos
de recombinagao de uma célula hospedeira para recombinar e reagrupar
sequéncias ou a capacidade das células de mediar processos redutivos para
diminuir a complexidade de sequéncias quase repetidas na célula por dele-
cao. Este processo de "reagrupamento redutivo” ocorre através de um pro-
cesso independente de RecA "intramolecular”.

Portanto, em um outro aspecto da invengao, polinucleotideos
variantes podem ser gerados através do processo de reagrupamento reduti-
vo. O método envolve a produgdo de constructos que contém sequéncias
consecutivas (sequéncias codificadoras originais), a insercdo das mesmas

em um vetor apropriado e a introdugado subsequente do mesmo em uma in-
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troducao em uma célula hospedeira apropriada. O reagrupamento das iden-
tidades moleculares individuais ocorre através de processos combinatérios
entre as sequéncias consecutivas nas regiées de processamento das cons-
trucbes de homologia ou entre unidades quase repetidas. O processo de
reagrupamento recombina e/ou reduz a complexidade e a extensao das se-
quéncias repetidas e resulta na produgcdo de novas espécies moleculares.
Varios tratamentos podem ser aplicados para aumentar a taxa de reagrupa-
mento. Estes poderiam incluir o tratamento com luz ultravioleta ou reagentes
quimicos que danificam o DNA e/ou o uso de linhagens de células hospedei-
ras que exibem niveis maiores de "instabilidade genética". Assim o processo
de reagrupamento pode envolver a recombinagdo homdéloga ou a proprieda-
de natural de sequéncias quase repetidas para direcionar a sua evolugao.

A invencao também utiliza sequéncias repetidas ou "quase repe-
tidas"; estas sequéncias podem desempenhar uma funcéao da instabilidade
genética. Na presente invengao, "quase repetigcdes” séo repeticbes que nao-
estao restritas a sua estrutura unitaria original. As unidades quase repetidas
podem ser apresentadas na forma de um arranjo de sequéncias em um
constructo; unidades consecutivas de sequéncias similares. Uma vez liga-
das, as juncdes entre as sequéncias consecutivas se tornam essencialmente
invisiveis e a natureza quase repetitiva da construcéo resultante € agora
continua no nivel molecular. O processo de delegdo que a célula realiza para
reduzir a complexidade do constructo resultante opera entre as sequéncias
quase repetidas. As unidades quase repetidas fornecem um repertorio prati-
camente ilimitado de moldes sobre os quais os eventos de deslizamento po-
dem ocorrer. Os constructos que contém as quase repeticdes fornecem as-
sim eficientemente elasticidade molecular suficiente de forma que os even-
tos de delecdo (e potencialmente de inser¢do) podem ocorrer virtualmente
em qualquer lugar dentro das unidades quase repetitivas.

Em alguns aspectos, quando as sequéncias quase repetidas
estdo todas ligadas na mesma orientagao, por exemplo, cabeca a cauda ou
vice-versa, a célula nao pode distinguir unidades individuais. Consequente-

mente, o processo redutivo pode ocorrer ao longo de todas as sequéncias.
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Em contraste, quando, por exemplo, as unidades s&o apresentadas cabeca
a cabega, ao invés de cabega a cauda, a inversao traca os pontos finais da
unidade adjacente de forma que a formagédo de delecao favorecera a perda
de unidades distintas. Assim, em um aspecto da inven¢ao as sequéncias
estdo na mesma orientacédo. A orientagdo aleatéria das sequéncias quase
repetidas resultara na perda da eficiéncia de reagrupamento, enquanto que
a orientagéo coerente das sequéncias oferecera a maior eficiéncia. Entretan-
to, embora o fato de haver menos sequéncias contiguas na mesma orienta-
¢ao diminui a eficiéncia, isto ainda fornece elasticidade suficiente para a re-
cuperacao eficiente de novas moléculas. Os constructos podem ser produzi-
dos com as sequéncias quase repetidas na mesma orientaciao para permitir
a maior eficiéncia.

As sequéncias podem ser montadas em uma orientagao cabeca
a cauda utilizando qualquer um de uma variedade de métodos, incluindo os
seguintes:

(a) Podem ser utilizados iniciadores que incluem uma cabecga
poli-A e uma cauda poli-T que quando produzidos na forma de fita simples
fornecem orientacéo. Isto é realizado possuindo as primeiras poucas bases
dos iniciadores obtidas do RNA e entdo removidas faciimente com RNAse H.

(b) Podem ser utilizados iniciadores que incluem sitios de cliva-
gem por restricao unicos. Varios sitios, uma bateria de sequéncias unicas e
etapas repetidas de sintese e ligagdo seriam necessarios.

(c) As poucas bases internas do iniciador podem ser tioladas e
uma exonuclease pode ser utilizada para produzir moléculas com cauda de
forma apropriada.

Em alguns aspectos, a recuperagao das sequéncias reagrupa-
das se baseia na identificacdo de vetores de clonagem com um Rl reduzido.
As sequéncias codificadoras reagrupadas podem entao ser recuperadas a-
través de amplificagdo. Os produtos sdo clonados novamente e expressos. A
recuperacgao dos vetores de clonagem com RI reduzido pode ser realizada

através de:
1) O uso de vetores mantidos apenas de forma estavel quando o
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constructo tem complexidade reduzida;

2) A recuperagéo fisica de vetores encurtados através de proce-
dimentos fisicos. Neste caso, o vetor de clonagem é recuperado utilizando
procedimentos de isolamento de plasmideos padronizados e fracionado por
tamanho em um gel de agarose ou uma coluna com uma faixa de pelo mole-
cular baixo utilizando procedimentos padronizados:

3) A recuperacdo de vetores que contém genes interrompidos
que podem ser selecionados quando o tamanho do inserto diminui; e

4) O uso de técnicas de selegao direta com um vetor de expres-
s&o e a selecao apropriada.

As sequéncias codificadoras (por exemplo, genes) de organis-
mos relacionados podem ser utilizadas na pratica desta invencéo e podem
demonstrar um alto grau de homologia e codificam produtos proteicos bas-
tante diversos. Estes tipos de sequéncias sao particularmente uteis na pre-
sente invengao como quase repeticées. Entretanto, embora os exemplos de
protocolos discutidos a seguir demonstrem o reagrupamento de sequéncias
codificadoras originais quase idénticas (quase repetigbes), este processo
nao é limitado a tais repeticdes quase idénticas.

Uma vez formadas, os constructos podem ou nao ser fraciona-
dos por tamanho em um gel de agarose de acordo com protocolos publica-
dos, inseridas em um vetor de clonagem e transfectadas para dentro de uma
célula hospedeira apropriada. As células sao entdo propagadas e o "reagru-
pamento redutivo” é realizado. A taxa do processo de reagrupamento reduti-
vo pode ser estimulada através da introdugao de danos no DNA se deseja-
do. O fato da reducao no Rl ser mediado pela formacado de delegbes entre
sequéncias repetidas através de um mecanismo "intramolecular” ou mediado
por eventos similares a recombinacao através de mecanismos "intermolecu-
lares" é irrelevante. O resultado final € um reagrupamento das moléculas em
todas as combinacdes possiveis.

Em um aspecto, os métodos desta invengdo compreendem a
etapa adicional de classificagdo dos membros da biblioteca do grupo emba-

ralhado para identificar membros da biblioteca embaralhada individuais que
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possuem a capacidade de se ligar ou de outra maneira interagir ou de catali-
sar uma reacao particular (por exemplo, tal como a catalise da hidrolise de
um fitato).

Em um aspecto, os polipeptideos que sao identificados partindo
de tais bibliotecas podem ser utilizados com finalidades terapéuticos, para
diagndstico, de pesquisa e relacionadas (por exemplo, catalisadores, solutos
para aumentar a osmolaridade de uma solugdo aquosa e similares) e/ou po-
dem ser submetidos a um ou mais ciclos adicionais de embaralhamento e/ou
selecao.

Em um outro aspecto, antes ou durante a recombinagdo ou o
reagrupamento, os polinucleotideos da invencdo ou os polinucleotideos ge-
rados através do método descrito aqui podem ser submetidos a agentes ou
processos que promovem a introdugdo de mutagcdes nos polinucleotideos
originais. A introdugao de tais mutagées aumentaria a diversidade dos poli-
nucleotideos hibridos resultantes e dos polipeptideos codificados partindo
dos mesmos. Os agentes ou 0s processos que promovem a mutagénese
podem incluir, mas nao-estao limitados a: (+)-CC-1065 ou um analogo sinté-
tico tal como (+)-CC-1065-(N3-Adenina, ver Sun e Hurley, 1992); um aduto
de 4'-fluro-4-aminobifenila N-acetilado ou desacetilado capaz de inibir a sin-
tese de DNA (ver, por exemplo, van de Poll e outros, 1992); ou um aduto de
4-aminobifenila N-acetilado ou desacetilado (ver também, van de Poll e ou-
tros, 1992, pp. 751-758); cromo trivalente, um sal de cromo travalente, um
aduto de DNA de hidrocarboneto aromatico policiclico ("PAH") capaz de ini-
bir a replicacao do DNA, tal como 7-bromometil-benz{alantraceno ("BMA"),
tris(2,3--dibromopropil)fosfato ("Tris-BP"), 1,2-dibromo-3-cloropropano
("DBCP"), 2-bromoacroleina (2BA), benzo[a]pireno-7,8-di-hidrodiol-9-10-
epoxido ("BPDE"), um sal de halogénio de platina(ll), N-hidréxi-2-amino-
3-metilimidazo[4,5-f]-quinolina ("N-hidréxi-1Q") e N-hidréxi-2-amino-1-metil-6-
fenilimidazo[4,5-f]--piridina ("N-hidréxi-PhIP"). Um exemplo de meios para
retardar ou para interromper a amplificagao através da PCR consiste em luz
UV, (+)-CC-1065 e (+)-CC-1065-(N3-Adenina). Particularmente, os meios

abrangidos sao adutos de DNA ou polinucleotideos que compreendem os
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adutos de DNA do grupo de polinucleotideos ou de polinucieotideos, que
podem ser liberados ou removidos através de um processo que inclui o a-
quecimento da solugdo que compreende os polinucleotideos antes do pro-
cessamento adicional.

Em um outro aspecto, a invengao esta direcionada a um método
de produgédo de proteinas recombinantes que possuem atividade bioldégica
através do tratamento de uma amostra que compreende polinucleotideos
moldes de fita dupla que codificam uma proteina do tipo selvagem sob con-
digbes de acordo com a invengado que fornecem a producgao de polinucleoti-
deos hidridos ou reagrupados.

A invencéo fornece ainda o uso de iniciadores de coédons de pro-
priedade (contendo uma sequéncia N,N,G/T degenerada) para a introducao
de mutagdes pontuais em um polinucleotideo, de forma a gerar um conjunto
de polipeptideos de progénie nos quais uma faixa ampla de substituicées de
aminoacidos isolados é representada em cada posi¢cdo de aminoacido (mu-
tagénese saturada no sitio génico (GSSM)). Os oligos utilizados sao com-
preendidos de forma contigua de uma primeira sequéncia homoéloga, uma
sequencia N,N,G/T degenerada e opcionalmente uma segunda sequéncia
homologa. Os produtos da tradugcao da progénie a jusante provenientes do
uso de tais oligos incluem todas as alteragdes de aminoacidos possiveis em
cada sitio de aminoacido ao longo do polipeptideo, porque a degeneracgao
da sequéncia N,N,G/T inclui cédons para todos os 20 aminoacidos.

Em um aspecto, um tal oligo degenerado (compreendido de um
cassete N,N,G/T degenerado) é utilizado para submeter cada cédon original
em um molde de polinucleotideo parental a uma faixa ampla de substituicées
de codons. Em um outro aspecto, pelo menos dois cassetes N,N,G/T dege-
nerados sao utilizados — no mesmo oligo ou ndo, para submeter pelo menos
dois cédons originais em um molde de polinucleotideo parental a uma faixa
ampla de substituicbes de coédons. Assim, mais de uma sequéncia N,N,G/T
pode estar contida em um oligo para a introdugdo de mutagées de aminoaci-
dos em mais de um sitio. Este grande numero de sequéncias N,N,G/T pode

ser diretamente contiguo ou separado por uma ou mais sequéncias de nu-
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cleotideos adicionais. Em um outro aspecto, os oligos uteis para a introdu-
¢ao de adigdes e delegdes podem ser utilizados isoladamente ou em combi-
nacéo com os codons que contém uma sequéncia N,N,G/T, para a introdu-
¢ao de qualquer combinagdo ou permutacdo de adigdes, delecbes e/ou
substituicbes de aminoacidos.

Em um aspecto, é possivel mutagenizar simultaneamente duas
ou mais posi¢cdes de aminoacidos contiguas utilizando um oligo que contém
tripletos de N,N,G/T contiguos, isto €, uma sequéncia (N,N,G/T)n degenera-
da.

Em um outro aspecto, a presente invengado fornece o uso de
cassetes degenerados que possuem menos degeneragao que a sequéncia
N,N,G/T. Por exemplo, pode ser desejavel em alguns casos utilizar (por e-
xemplo, em um oligo) uma sequéncia em tripleto degenerada compreendida
de apenas um N, em que o dito N pode estar na primeira, na segunda ou na
terceira posicao do tripleto. Quaisquer outras bases incluindo quaisquer
combinagbes e permutagbes das mesmas podem ser utilizadas nas duas
posi¢cdes restantes do tripleto. Alternativamente, pode ser desejavel em al-
guns casos utilizar (por exemplo, em um oligo) uma sequéncia em tripleto de
N,N,N degenerada ou uma sequéncia em tripleto de N,N,G/C.

E considerado, entretanto, que o uso de um tripleto degenerado
(tal como uma sequéncia em tripleto de N,N,G/T ou de N,N,G/C) como divul-
gado na presente invencao é vantajoso por varias razées. Em um aspecto,
esta invencao fornece um meio para gerar de forma sistematica e bastante
facil a substituicao da faixa ampla de aminoacidos possiveis (para um total
de 20 aminoacidos) em cada e toda posigao de aminoacido em um polipep-
tideo. Assim, para um polipeptideo de 100 aminoacidos, a inveng¢ao fornece
uma maneira de gerar de forma sistematica e bastante facil 2000 espécies
distintas (isto €, 20 aminoacidos possiveis por posi¢cdo vezes 100 posi¢cdes
de aminoacidos). E considerado que sdo fornecidas, através do uso de um
oligo que contém uma sequéncia N,N,G/T degenerada ou um tripleto de
N,N,G/C, 32 sequéncias individuais que codificam 20 aminoacidos possiveis.

Assim, em um recipiente de reagdo no qual uma sequéncia de polinucleoti-
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deos parental € submetida a mutagénese por saturagdo utilizando um tal
oligo, sao gerados 32 polinucleotideos de progénie distintos que codificam
20 polipeptideos distintos. Em contraste, o uso de um oligo nao-degenerado
na mutagénese direcionada ao sitio leva apenas a um produto polipeptidico
de progénie por recipiente de reagao.

Esta invencao fornece ainda o uso de oligos nao-degenerados,
que podem ser opcionalmente utilizados em combinacéo com os iniciadores
degenerados divulgados. E considerado que em algumas situacées, & vanta-
joso utilizar oligos ndao-degenerados para gerar mutagdes pontuais especifi-
cas em um polinucleotideo de trabalho. Isto fornece um meio gerar muta-
¢Oes pontuais silenciosas especificas, mutagdées pontuais que levam a alte-
racOes de aminoacidos correspondentes e a mutagdes pontuais que causam
a produgéo de codons de término (stop) e a expressao correspondente de
fragmentos de polipeptideos.

Assim, em um aspecto, cada recipiente de reagao de mutagéne-
se por saturagéo contém polinuclectideos que codificam pelo menos 20 mo-
léculas de polipeptideos de progénie de forma que todos os 20 aminoacidos
sdo representados na posicdo de aminoacido especifica que corresponde a
posicao do codon que sofreu mutagénese no polinucleotideo parental. Os
polipeptideos de progénie degenerados 32 vezes gerados partindo de cada
recipiente de reacao de mutagénese por saturagido podem ser submetidos a
amplificagao clonal (por exemplo, clonados em um hospedeiro de E. coli a-
dequado utilizando um vetor de expressdo) e submetidos a classificacido da
expressao. Quando um polipeptideo de progénie individual & identificado
através da classificagcdo como exibindo uma alteragéao favoravel em relagao
a uma propriedade (quando comparado com o polipeptideo parental), este
pode ser sequenciado para identificar a substituicdo de aminoacido favoravel
correspondente contida no mesmo.

E considerado que apds a mutagénese de cada e toda a posicéo
de aminoacido em um polipeptideo parental utilizando mutagénese por satu-
racao no sitio génico (GSSM) como divulgado aqui, alteragcbées de aminoaci-

dos favoraveis podem ser identificadas em mais de uma posicado de aminoa-
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cido. Pode ser gerada uma ou mais novas moléculas de progénie que con-
tém uma combinacgéo de todas ou de parte destas substituicées de aminoa-
cidos favoraveis. Por exemplo, se 2 alteracées de aminoacidos favoraveis
especificas forem identificadas em cada uma de 3 posigées de aminoacidos
em um polipeptideo, as permutagées incluem 3 possibilidades em cada po-
sicdo (nenhuma alteragao no aminoacido original e cada uma das duas alte-
ragoes favoraveis) e 3 posigdes. Assim, ha 3 x 3 x 3 ou 27 possibilidades
totais, incluindo 7 que foram verificadas anteriormente — 6 mutagdes pontu-
ais isoladas (isto &€, 2 em cada uma das trés posi¢gdes) e nenhuma alteragao
em qualquer posicao.

Ainda em um outro aspecto, a mutagénese por saturagio no si-
tio pode ser utilizada junto com embaralhamento, quimerizagdo, recombina-
¢ao e outros processos de mutagénese, junto com a classificagdo. Esta in-
vengao fornece o uso de qualquer(quaisquer) processo(s) de mutagénese,
incluindo a mutagénese por saturagdo, de uma maneira iterativa. Em um
exemplo, o uso iterativo de qualquer(quaisquer) processo(s) de mutagénese
é feito em combinagao com a classificagao.

Assim, em um exemplo nao-limitante, os polinucleotideos e os
polipeptideos da invencado podem ser derivados da mutagénese por satura-
¢ao no sitio génico (GSSM) em combinagdo com processos de mutagénese
adicionais, tal como um processo em que dois ou mais polinucleotideos rela-
cionados sé&o introduzidos em uma célula hospedeira adequada de forma
que um polinucleotideo hibrido é gerado através da recombinacao e do rea-
grupamento redutivo.

Em adig¢ao a realizagcdo da mutagénese ao longo da sequéncia
inteira de um gene, a mutagénese pode ser utilizada para substituir cada um
de um numero de bases em uma sequéncia de polinucleotideos, em que o
numero de bases que sera submetido a mutagénese pode ser cada numero
inteiro de 15 até 100.000. Assim, ao invés de submeter cada posi¢ao ao lon-
go de uma molécula a mutagénese, é possivel submeter cada uma ou um
numero distinto de bases (pode ser um subconjunto que totaliza de 15 até

100.000) a mutagénese. Um nucleotideo separado pode ser utilizado para a
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mutagénese de cada posi¢gao ou grupo de posicdes ao longo de uma se-
quéncia de polinucleotideos. Um grupo de 3 posi¢cdes que sera submetido a
mutagénese pode ser um coédon. As mutagdes podem ser introduzidas utili-
zando um iniciador mutagénico, que contém um cassete heterdlogo, também
referido como um cassete mutagénico. Os exemplos de cassetes podem ter
de 1 até 500 bases. Cada posi¢ao de nucleotideo em tais cassetes heterdélo-
gos pode ser N, A, C, G, T, A/IC, A/G, A/T, C/G, C/T, G/T, C/G/T, AIGIT,
A/C/T, A/IC/G ou E, em que E é qualquer base que nao é A, C, Gou T (E
pode ser referido como um oligo de planejamento).

Em um sentido geral, a mutagénese por saturacao compreende
a mutagénese de um conjunto completo de cassetes mutagénicos (em que
cada cassete pode ter aproximadamente 1-500 bases de comprimento) na
sequéncia de polinucleotideos definida que serd submetida a mutagénese
(em que a sequéncia que sera submetida a mutagénese pode ter de aproxi-
madamente 15 até 100.000 bases de comprimento). Assim, um grupo de
mutacdes (que varia de 1 até 100 mutagdes) é introduzido em cada cassete
que sera submetido & mutagénese. Um grupo de mutagdes que sera intro-
duzido em um cassete pode ser diferente ou 0 mesmo de um segundo grupo
de mutacdes que sera introduzido em um segundo cassete durante a aplica-
cao de uma rodada de mutagénese por saturagdo. Tais grupos séo exempli-
ficados por delectes, adigbes, agrupamentos de cédons particulares e agru-
pamentos de cassetes de nucleotideos particulares.

As sequéncias definidas que serdo submetidas a mutagénese
incluem um gene inteiro, uma via, um cDNA, um quadro aberto de leitura
(ORF) inteiro e um promotor inteiro, um intensificador, um repres-
sor/transativador, uma origem de replicagdo, um intron, um operador ou
qualquer grupo funcional de polinucleotideo. Geralmente, "sequéncias defi-
nidas" para esta finalidade podem ser qualquer polinucleotideo tal como uma
sequéncia de polinucleotideos de 15 bases e sequéncias de polinucleotideos
de comprimentos entre 15 bases e 15.000 bases (esta invengao cita especi-
ficamente cada nuamero inteiro intermediario). As consideragdes na escotha

dos grupos de cédons incluem tipos de aminoacidos codificados por um cas-
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sete mutagénico degenerado.

Em um aspecto, um grupo de muta¢gdes que pode ser introduzi-
do em um cassete mutagénico, esta invengéao fornece especificamente subs-
tituicbes de coddons degenerados (utilizando oligos degenerados) que codifi-
cam 2, 3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 e 20 aminoaci-
dos em cada posicdo e uma biblioteca de polipeptideos codificada pelos
mesmos.

Em aspectos alternativos, os acidos nucleicos da invengado com-
preendem DNA, incluindo cDNA, DNA gendémico e DNA sintético. O DNA
pode ser de fita dupla ou de fita simples e se for de fita simples pode ser a
fita codificadora ou a fita ndo-codificadora (antissenso). Alternativamente, os
acidos nucleicos da invengao podem compreender RNA.

Como discutido em mais detalhes a seguir, as sequéncias de
acidos nucleicos isoladas da invengdo podem ser utilizadas para preparar os
polipeptideos da invencgao.

Consequentemente, um outro aspecto da invengao é uma se-
quéncia de acido nucleico isolada que codifica um polipeptideo da invencéo.
Uma sequéncia de acido nucleico da invencao pode compreender sequén-
cias codificadoras adicionais, tais como sequéncias lideres ou sequéncias de
pro-proteinas e sequéncias nao-codificadoras, tais como introns ou sequén-
cias nao-codificadoras a 5' e/ou a 3' da sequéncia codificadora. Assim, como
utilizado aqui, o termo "polinucleotideo que codifica um polipeptideo” abran-
ge um polinucleotideo que inclui apenas a sequéncia codificadora para o
polipeptideo assim como um polinucleotideo que inclui sequéncia codificado-
ra e/ou nao-codificadora adicional.

Alternativamente, as sequéncias de acidos nucleicos da inven-
¢ao podem ser submetidas a mutagénese utilizando técnicas convencionais,
tal como a mutagénese direcionada ao sitio ou outras técnicas familiares aos
versados na técnica, para introduzir alteragées silenciosas no polinucleoti-
deo da inveng¢ao. Como utilizado aqui, "alteragdes silenciosas” incluem, por
exemplo, alteragdes que ndo modificam a sequéncia de aminoacidos codifi-

cada pelo polinucleotideo. Tais alteragbes podem ser desejaveis para au-
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mentar o nivel do polipeptideo produzido pelas células hospedeiras que con-
tém um vetor que codifica o polipeptideo através da introducéo de cédons ou
de pares de cédons que ocorrem frequentemente no organismo hospedeiro.

A invencgao refere-se ainda a polinucleotideos que possuem alte-
ragbes de nucleotideos que resultam em substituicbes, adigbes, delegoes,
fusdes e truncamentos de aminoacidos nos polipeptideos da invencao. Tais
alteragcdes de nucleotideos podem ser introduzidas utilizando técnicas tais
como mutagénese direcionada ao sitio, mutagénese quimica aleatéria, dele-
¢ao atraves da exonuclease lll e outras técnicas de DNA recombinante.

Quando necessario, as condi¢gdes que permitem que a sonda se
hibridize especificamente com sequéncias complementares podem ser de-
terminadas colocando a sonda em contato com as sequéncias complemen-
tares de amostras conhecidas por conterem a sequéncia complementar as-
sim como sequéncias de controle que nao contém a sequéncia complemen-
tar. As condi¢des de hibridizagéo, tal como a concentragao de sal do tamp&o
de hibridizagao, a concentracédo de formamida do tampao de hibridizagao ou
a temperatura de hibridizacdo, podem ser variadas para a identificacdo de
condi¢cdes que permitem que a sonda se hibridize especificamente com aci-
dos nucleicos complementares.

Se a amostra contiver o organismo do qual o acido nucleico foi
isolado, a hibridizagéo especifica da sonda é entao detectada. A hibridizagcao
pode ser detectada através da marcagao da sonda com um agente que pode
ser detectado tal como um isétopo radioativo, um corante fluorescente ou
uma enzima capaz de catalisar a formacgao de um produto que pode ser de-
tectado.

Muitos métodos para a utilizacdo das sondas marcadas para a
deteccao da presencga de acidos nucleicos complementares em uma amos-
tra sdao familiares aos pelos versados na técnica. Estes incluem Southern
Blots, Northern Blots, procedimentos de hibridizagédo de colénias e dot blots.
Os protocolos para cada um destes procedimentos sao fornecidos em Au-

subel e outros Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley 503 Sons,

Inc. 1997 e Sambrook e outros, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2a
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Ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989.

Alternativamente, mais de uma sonda (pelo menos uma que é
capaz de se hibridizar especificamente a quaisquer sequéncias complemen-
tares que estao presentes na amostra de acido nucleico), pode ser utilizada
em uma reacao de amplificagdo para determinar se a amostra contém um
organismo que contém uma sequéncia de acido nucleico da inveng¢ao (por
exemplo, um organismo do qual o acido nucleico foi isolado). Tipicamente,
as sondas compreendem oligonucleotideos. Em um aspecto, a reacao de
amplificagdo pode compreender uma reagao de PCR. Os protocolos de PCR
sdo descritos em Ausubel e Sambrook, supra. Alternativamente, a amplifica-
¢ao pode compreender uma reagdo em cadeia da ligase, 3SR ou uma rea-
cao de deslocamento de fita. (Ver Barany, F., "The Ligase Chain Reaction in
a PCR World", PCR Methods and Applications 1:5-16, 1991; E. Fahy e
outros, "Self-sustained Sequence Replication (3SR): An Isothermal Tran-
scription-based Amplification System Alternative to PCR", PCR Methods and
Applications 1:25-33, 1991; e Walker G.T. e outros, "Strand Displacement
Amplification-an Isothermal in vitro DNA Amplification Technique", Nucleic
Acid Research 20:1691-1696, 1992). Em tais procedimentos, os acidos nu-
cleicos na amostra sdo colocados em contato com as sondas, a reacéao de
amplificacao é realizada e qualquer produto de amplificacdo resultante é de-
tectado. O produto de amplificagdo pode ser detectado através da realizagao
de uma eletroforese em gel com os produtos de reacédo e da coloragéo do
gel com um agente de intercalagéo tal como o brometo de etidio. Alternati-
vamente, uma ou mais das sondas podem ser marcadas com um is6topo
radioativo e a presenc¢a de um produto de amplificagdo radioativo pode ser
detectada através de autorradiografia apoés a eletroforese em gel.

As sondas derivadas de sequéncias proximas as extremidades
de uma sequéncia da invengédo também podem ser utilizadas em procedi-
mentos de caminhada cromossémica para a identificacdo de clones que con-
tém sequéncias gendmicas localizadas adjacentes as sequéncias de acidos
nucleicos como apresentado anteriormente. Tais métodos permitem o isola-

mento de genes que codificam proteinas adicionais do organismo hospedei-
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ro.

Uma sequéncia de acido nucleico da invengao pode ser utilizada
como uma sonda para a identificagao e para o isolamento de acidos nuclei-
cos relacionados. Em alguns aspectos, os acidos nucleicos relacionados
podem ser cDNAs ou DNAs gendmicos de organismos sem ser aqueles dos
quais o acido nucleico foi isolado. Por exemplo, os outros organismos podem
ser organismos relacionados. Em tais procedimentos, uma amostra de acido
nucleico é colocada em contato com a sonda sob condi¢gdes que permitem
que a sonda se hibridize especificamente com sequéncias relacionadas. A
hibridizacao da sonda com os acidos nucleicos do organismo relacionado &
entao detectada utilizando qualquer um dos métodos descritos anteriormen-
te.

Nas reacdes de hibridizagdo de acidos nucleicos, as condigdes
utilizadas para atingir um nivel particular de estringéncia variarao, depen-
dendo da natureza dos acidos nucleicos que serao hibridizados. Por exem-
plo, o comprimento, o grau de complementaridade, a composigéo da se-
quéncia de nucleotideos (por exemplo, teor de GC v. AT) e o tipo de acido
nucleico (por exemplo, RNA v. DNA) das regites de hibridiza¢do dos acidos
nucleicos podem ser considerados na selegdo das condi¢gdes de hibridiza-
¢ao. Uma consideragao adicional € se um dos acidos nucleicos esta imobili-
zado, por exemplo, sobre um filtro.

A hibridizacéo pode ser realizada sob condi¢cdes de estringéncia
baixa, de estringéncia moderada ou de estringéncia alta. Como um exemplo
de hibridizacdo de acidos nucleicos, uma membrana polimérica contendo
acidos nucleicos desnaturados imobilizados é primeiramente pré-hibridizada
durante 30 minutos a 45°C em uma solugéo que consiste em NaCl a 0,9 M,
NaH2PO4 a 50 mM, pH 7,0, Na2EDTA a 5,0 mM, 0,5% de SDS, 10X de De-
nhardt e 0,5 mg/mL de acido polirriboadenilico. Aproximadamente 2 x 107
cpm (atividade especifica de 4-9 x 108 cpm/ug) de sonda de oligonucleoti-
deo marcada na extremidade com 32P sao entdo adicionadas na solugao.
Apos 12-16 horas de incubagao, a membrana é lavada durante 30 minutos a
temperatura ambiente em 1X SET (150 mM de NacCl, 20 mM de cloridrato de
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Tris, pH 7,8, 1 mM de Na2EDTA) contendo 0,5% de SDS, seguido por uma
lavagem de 30 minutos em 1X SET fresco a Tm-10°C para a sonda de oli-
gonucleotideo. A membrana é entdo exposta a um filme autorradiografico
para a deteccao de sinais de hibridizacao.

Variando a estringéncia das condi¢des de hibridizacao utilizadas
para a identificagdo dos acidos nucleicos, tais como cDNAs ou DNA genémi-
cos, que se hibridizam com a sonda que pode ser detectavel, os acidos nu-
cleicos que possuem niveis diferentes de homologia em relagdo a sonda
podem ser identificados e isolados. A estringéncia pode ser variada através
da realizagdo da hibridizagcdo a temperaturas variaveis abaixo das tempera-
turas da fusdo das sondas. A temperatura de fusdo, Tm, é a temperatura
(sob forga idnica e pH definidos) em que 50% da sequéncia alvo se hibridiza
com uma sonda perfeitamente complementar. As condigdes muito estringen-
tes sdo selecionadas para serem equivalentes a ou aproximadamente 5°C
abaixo da Tm para uma sonda particular. A temperatura de fusdo da sonda
pode ser calculada utilizando as formulas a seguir: Para sondas entre 14 e
70 nucleotideos de comprimento, a temperatura de fusdao (Tm) é calculada
utilizando a formula: Tm = 81,5 + 16,6(log [Na+]) + 0,41(fragcdo de G+C) -
(600/N), em que N é o comprimento da sonda. Se a hibridizagao for realiza-
da em uma solugdo que contém formamida, a temperatura de fusdo pode
ser calculada utilizando a equacao: Tm = 81,5 + 16,6(log [Na+]) +
0,41(fracao de G+C) - (0,63% de formamida) - (600/N), em que N é o com-
primento da sonda. A pré-hibridizacao pode ser realizada em 6X SSC, 5X
reagente de Denhardt, 0,5% de SDS, 100 yg/mL de DNA de esperma de
salmao fragmentado desnaturado ou 6X SSC, 5X reagente de Denhardt,
0,5% de SDS, 100 ug/mL de DNA de esperma de salméao fragmentado des-
naturado, 50% de formamida. As férmulas para as solugées de SSC e De-
nhardt podem ser encontradas, por exemplo, em Sambrook e outros, supra.

A hibridizacao é realizada através da adi¢do da sonda que pode
ser detectada nas solugbes de pré-hibridizagao listadas anteriormente.
Quando a sonda compreende DNA de fita dupla, esta &€ desnaturada antes

da adigcao na solugéo de hibridizagdo. O filtro € colocado em contato com a
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solugdo de hibridizagdo durante um periodo de tempo suficiente para permi-
tir que a sonda se hibridize com os cDNAs ou os DNAs genémicos que con-
tém sequéncias complementares a mesma ou homoélogas a mesma. Para
sondas com mais de 200 nucleotideos de comprimento, a hibridizacao pode
ser realizada 15-25°C abaixo da Tm. Para sondas mais curtas, tais como
sondas de oligonucleotideos, a hibridizagédo pode ser realizada 5-10°C abai-
xo da Tm. Tipicamente, para hibridizagées em 6X SSC, a hibridizacao ¢é rea-
lizada a aproximadamente 68°C. Geralmente, para hibridizagdes em solu-
¢cbes contendo 50% de formamida, a hibridizagao é realizada a aproximada-
mente 42°C. Todas as hibridizagbes anteriores sao consideradas como ocor-
rendo sob condi¢gdes de estringéncia alta.

Apos a hibridizacgao, o filtro & lavado para remover qualquer son-
da que pode ser detectada ligada de forma nao especifica. A estringéncia
utilizada para lavar os filtros também pode ser variada dependendo da natu-
reza dos acidos nucleicos que serao hibridizados, do comprimento dos aci-
dos nucleicos que serao hibridizados, do grau de complementaridade, da
composicao da sequéncia de nucleotideos (por exemplo, teor de GC v. AT) e
e do tipo acido nucleico (por exemplo, RNA v. DNA). Os exemplos de lava-
gens em condigbes de estringéncia progressivamente maiores sdo os se-
guintes: 2X SSC, 0,1% de SDS a temperatura ambiente durante 15 minutos
(estringéncia baixa); 0,1X SSC, 0,5% de SDS a temperatura ambiente du-
rante 30 minutos até 1 hora (estringéncia moderada); 0,1X SSC, 0,5% de
SDS durante 15 até 30 minutos entre a temperatura de hibridizagao e 68°C
(estringéncia alta); e NaCl a 0,15 M durante 15 minutos a 72°C (estringéncia
muito alta). Uma lavagem com estringéncia baixa final pode ser realizada em
0,1X SSC a temperatura ambiente. Os exemplos anteriores sdao meramente
ilustrativos de um conjunto de condigées que podem ser utilizadas para lavar
os filtros. Um versado na técnica saberia que ha varias receitas para lava-
gens com estringéncias diferentes. Alguns outros exemplos sao fornecidos a
seguir.

Os acidos nucleicos que se hibridizaram com a sonda podem ser

identificados através de autorradiografia ou outras técnicas convencionais.
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O procedimento anterior pode ser modificado para identificar os
acidos nucleicos que possuem niveis menores de homologia em relagéao a
sequéncia da sonda. Por exemplo, para a obtencdao de acidos nucleicos de
homologia menor em relagdo a sonda que pode ser detectada, podem ser
utilizadas condigdes menos estringentes. Por exemplo, a temperatura de
hibridizagcéo pode ser diminuida em valores de 5°C partindo de 68°C até
42°C em um tampao de hibridizagdo que possui uma concentracdo de Na+
de aproximadamente 1 M. Apds a hibridizacao, o filtro pode ser lavado com
2X SSC, 0,5% de SDS na temperatura de hibridizagao. Estas condi¢des sao
consideradas como sendo condigdes "moderadas"” acima de 50°C e condi-
cGes "baixas" abaixo de 50°C. Um exemplo especifico de condigdes de hi-
bridizacdo "moderadas” é quando a hibridizacao anterior é realizada a 55°C.
Um exemplo especifico de condi¢gdes de hibridizagcao de "estringéncia baixa"
€ quando a hibridizacao anterior é realizada a 45°C.

Alternativamente, a hibridizagédo pode ser realizada em tampoées,
tal como 6X SSC, que contém formamida a uma temperatura de 42°C. Neste
caso, a concentragao de formamida no tampao de hibridizacao podé ser re-
duzida em valores de 5% partindo de 50% até 0% para o isolamento de clo-
nes que possuem niveis menores de homologia em relacao a sonda. Apés a
hibridizagao, o filtro pode ser lavado com 6X SSC, 0,5% de SDS a 50°C. Es-
tas condigbes sao consideradas como sendo condigdes "moderadas"” acima
de 25% de formamida e condigbes "baixas" abaixo de 25% de formamida.
Um exemplo especifico de condi¢gdes de hibridizagao "moderadas"” € quando
a hibridizacao anterior & realizada em 30% de formamida. Um exemplo es-
pecifico de condigdes de hibridizagado de "estringéncia baixa" € quando a
hibridizagao anterior é realizada em 10% de formamida.

Por exemplo, os métodos anteriores podem ser utilizados para
isolar os acidos nucleicos que possuem uma sequéncia com pelo menos
aproximadamente 99%, pelo menos 98%, pelo menos 97%, pelo menos
95%, pelo menos 90% ou pelo menos 80% de homologia em relagdo a uma
sequéncia de acido nucleico que é apresentada na SEQ ID NO: 1, sequén-

cias substancialmente idénticas a mesma ou fragmentos que compreendem
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pelo menos aproximadamente 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 75, 100, 150,
200, 300, 400 ou 500 bases consecutivas da mesma e as sequéncias com-
plementares a qualquer uma das sequéncias anteriores. A homologia pode
ser medida utilizando um algoritmo de alinhamento. Por exemplo, os polinu-
cleotideos homoélogos podem ter uma sequéncia codificadora que &€ uma
variagcao alélica que ocorre naturalmente de uma das sequéncias codificado-
ras descritas aqui. Tais variagdes alélicas podem ter uma substituicdo, uma
delecdao ou uma adicdo de um ou mais nucleotideos quando comparadas
com uma sequéncia de acido nucleico que é apresentada na SEQ ID NO: 1
ou sequéncias complementares a mesma.

Adicionalmente, os procedimentos anteriores podem ser utiliza-
dos para isolar acidos nucleicos que codificam polipeptideos que possuem
pelo menos aproximadamente 99%, pelo menos 95%, pelo menos 90%, pelo
menos 85%, pelo menos 80% ou pelo menos 70% de homologia em relagao
a um polipeptideo que possui uma sequéncia que é apresentada na SEQ ID
NO: 2, sequéncias substancialmente idénticas a mesma ou fragmentos que
compreendem pelo menos 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 75, 100 ou 150
aminoacidos consecutivos da mesma como determinado utilizando um algo-
ritmo de alinhamento de sequéncias (por exemplo, tal como o algoritmo
FASTA versao 3.0t78 com os parametros preestabelecidos).

Um outro aspecto da invengdo € um polipeptideo isolado ou puri-
ficado que compreende uma sequéncia que é apresentada na SEQ ID NO:
1, sequéncias substancialmente idénticas a mesma ou fragmentos que com-
preendem pelo menos aproximadamente 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50,
75, 100 ou 150 aminoacidos consecutivos da mesma. Como discutido ante-
riormente, tais polipeptideos podem ser obtidos através da insergdo de um
acido nucleico que codifica o polipeptideo em um vetor de forma que a se-
quéncia codificadora fique ligada de forma operacional a uma sequéncia ca-
paz de controlar a expresséo do polipeptideo codificado em uma célula hos-
pedeira adequada. Por exemplo, o vetor de expressao pode compreender
um promotor, um sitio de ligagao de ribossomos para o inicio da traducao e

um terminador da transcricdo. O vetor também pode incluir sequéncias a-
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propriadas para amplificar a expresséao.

Os promotores adequados para a expressado do polipeptideo ou
de um fragmento do mesmo em bactérias incluem os promotores /ac ou trp
de E. coli, o promotor lacl, o promotor lacZ, o promotor T3, o promotor 77, o
promotor gpt, o promotor lambda PR, o promotor lambda PL, promotores de
operons que codificam enzimas glicoliticas tal como a 3-fosfoglicerato quina-
se (PGK) e o promotor da fosfatase acida. Os promotores fungicos incluem o
promotor do fator V. Os promotores eucariéticos incluem o promotor inicial
intermediario do CMV, o promotor da timidina quinase do HSV, promotores
de choque térmico, o promotor SV40 inicial e tardio, LTRs de retrovirus e o
promotor da metalotioneina-l de camundongo. Outros promotores conheci-
dos por controlarem a expressao de genes em células procariéticas ou euca-
ridticas ou seus virus também podem ser utilizados.

Os vetores de expressao de mamifero também podem compre-
ender uma origem de replicagdo, quaisquer sitios de ligacao de ribossomos
necessarios, um sitio de poliadenilacao, sitios doadores e receptores de pro-
cessamento, sequéncias de término da transcricdo e sequéncias néao-
transcritas flanqueadoras 5'. Em alguns aspectos, as sequéncias de DNA
derivadas dos sitios de combinagéao e de poliadenilagcdo do SV40 podem ser
utilizadas para fornecer os elementos genéticos nao-transcritos necessarios.

Os vetores para a expressao do polipeptideo ou de um fragmen-
to do mesmo em células eucariéticas também podem conter intensificadores
para aumentar os niveis de expressao. Os intensificadores s&o elementos de
DNA que atuam em cis, geralmente de aproximadamente 10 até aproxima-
damente 300 pb de comprimento que atuam sobre um promotor para au-
mentar a sua transcricdo. Os exemplos incluem o intensificador do SV40 do
lado tardio das 100 até 270 pb da origem de replicagdo, o intensificador do
promotor inicial de citomegalovirus, o intensificador de polioma do lado tardio
da origem de replicacéo e os intensificadores de adenovirus.

Em adicdo, os vetores de expressdo contém tipicamente um ou
mais genes marcadores que podem ser selecionados para permitir a selegao

de células hospedeiras que contém o vetor. Tais marcadores que podem ser
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selecionados incluem genes que codificam di-hidrofolato redutase ou genes
que conferem resisténcia a neomicina para a cultura de células eucariéticas,
genes que conferem resisténcia a tetraciclina ou a ampicilina em E. coli e o
gene TRP1 de S. cerevisiae.

O DNA da sonda utilizado para isolar seletivamente o DNA alvo
de interesse do DNA derivado de pelo menos um micro-organismo pode ser
uma sequéncia de regido codificadora de comprimento completo ou uma
sequéncia de regido codificadora parcial de DNA de uma enzima de ativida-
de conhecida. A biblioteca de DNA original pode ser submetida a sonda utili-
zando misturas de sondas que compreendem pelo menos uma parte da se-
quéncia de DNA que codifica uma enzima que possui a atividade enzimatica
especificada. Estas sondas ou bibliotecas de sondas podem ser de fita sim-
ples e o DNA microbiano que € submetido a sonda pode ser convertido para
a forma de fita simples. As sondas que sado adequadas sao aquelas deriva-
das do DNA que codifica enzimas que possuem uma atividade similar ou
idéntica a atividade enzimatica especificada que sera verificada.

O DNA da sonda pode ter pelo menos aproximadamente 10 ba-
ses ou pelo menos 15 bases. Em um aspecto, a regiao codificadora inteira
pode ser empregada como uma sonda. As condi¢des para a hibridizagdo em
que o DNA alvo é isolado de forma seletiva através do uso de pelo menos
uma sonda de DNA serao planejadas para fornecer uma estringéncia de hi-
bridizacao de pelo menos aproximadamente 50% de identidade de sequén-
cia, mais particularmente uma estringéncia que fornece uma identidade de
sequéncia de pelo menos aproximadamente 70%.

O DNA da sonda pode ser "marcado” com um parceiro de um
par de ligacao especifica (isto é, um ligante) e o outro parceiro do par é liga-
do a uma matriz sélida para fornecer facilidade de separacgao do alvo de sua
fonte. O ligante e o parceiro de ligagao especifica podem ser selecionados,
em qualquer orientacao, dos seguintes: (1) um antigeno ou um hapteno e
um anticorpo ou fragmento de ligagao especifica do mesmo; (2) biotina ou
iminobiotina e avidina ou estreptavidina; (3) um agucar € uma lectina especi-

fica ao mesmo; (4) uma enzima e um inibidor para a mesma; (5) uma apoen-
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zima e um cofator; (6) oligonucleotideos homopoliméricos complementares;
e (7) um hormoénio e um receptor para o mesmo. A fase sélida pode ser se-
lecionada de: (1) um vidro ou uma superficie polimérica; (2) uma coluna
compactada de esferas poliméricas; e (3) particulas magnéticas ou para-
magneticas.

A sequéncia de DNA apropriada pode ser inserida no vetor atra-
vés de uma variedade de procedimentos. Em geral, a sequéncia de DNA é
ligada na posi¢cdo desejada no vetor apés a digestdo do inserto e do vetor
com endonucleases de restricdo apropriadas. Alternativamente, as pontas
cegas tanto no inserto quanto no vetor podem ser ligadas. Uma variedade de

técnicas de clonagem é divulgada em Ausubel e outros Current Protocols in

Molecular Biology, John Wiley 503 Sons, Inc. 1997 e Sambrook e outros,

Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2a Ed., Cold Spring Harbor Labora-

tory Press, 1989. Tais procedimentos e outros sdo considerados como es-
tando dentro do ambito dos versados na técnica.

O vetor pode estar, por exemplo, na forma de um plasmideo,
uma particula viral ou um fago. Outros vetores incluem sequéncias de DNA
cromossémicas, ndo cromossémicas e sintéticas, derivados de SV40; plas-
mideos bacterianos, DNA de fago, baculovirus, plasmideos de levedura, ve-
tores derivados de combinagdes de plasmideos e DNA de fago, DNA viral tal
como vaccinia, adenovirus, fowl pox virus e pseudorraiva. Uma variedade de
vetores de clonagem e de expressdo para uso com hospedeiros procarioti-
cos e eucaridticos é descrita por Sambrook e outros, Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, Segunda Edigao, Cold Spring Harbor, N.Y., (1989).

Os vetores bacterianos particulares que podem ser utilizados

incluem os plasmideos disponiveis comercialmente que compreendem ele-
mentos genéticos do vetor de clonagem pBR322 bem conhecido (ATCC
37017), pKK223-3 (Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, Suécia), GEM1
(Promega Biotec, Madison, WI, USA) pQE70, pQE60, pQE-9 (Qiagen),
pD10, psiX174 pBluescript || KS, pNH8A, pNH16a, pNH18A, pNH46A (Stra-
tagene), ptrc99a, pKK223-3, pKK233-3, pDR540, pRITS (Pharmacia),
pKK232-8 e pCM7. Os vetores eucaribticos particulares incluem pSV2CAT,
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pOG44, pXT1, pSG (Stratagene) pSVK3, pBPV, pMSG e pSVL (Pharmacia).
Entretanto, qualquer outro vetor pode ser utilizado contanto que este possa
ser replicado e que seja viavel na célula hospedeira.

A célula hospedeira pode ser qualquer uma das células hospe-
deiras familiares aos versados na técnica, incluindo células procaridticas,
células eucaribticas, células de mamifero, células de inseto ou células vege-
tais. Como exemplos representativos de hospedeiros apropriados, podem
ser mencionados: células bacterianas, tais como E. coli, Streptomyces, Ba-
cillus subtilis, Bacillus cereus, Salmonella typhimurium e varias especies
dentro dos géneros Pseudomonas, Streptomyces e Staphylococcus, células
fungicas, tal como Aspergillus, levedura tal como quaisquer espécies de Pi-
chia, Saccharomyces, Schizosaccharomyces, Schwanniomyces, incluindo
Pichia pastoris, Saccharomyces cerevisiae ou Schizosaccharomyces pombe,
células de inseto tais como Drosophila S2 e Spodoptera Sf9, células de ani-
mais tal como CHO, COS ou melanoma de Bowes e adenovirus. A selegao
de um hospedeiro apropriado esta dentro das capacidades dos versados na
técnica.

O vetor pode ser introduzido nas células hospedeiras utilizando
qualquer uma de uma variedade de técnicas, incluindo transformagéo, trans-
fecgao, transdugao, infecgao viral, pistolas génicas e transferéncia génica
mediada por Ti. Os métodos particulares incluem transfecgdo com fosfato de
calcio, transfecciao mediada por DEAE-Dextrano, lipofec¢ao ou eletropora-
cao (Davis, L., Dibner, M., Battey, |., Basic Methods in Molecuiar Biology,
(1986)).

Quando apropriado, as células hospedeiras engenheiradas po-
dem ser cultivadas em meios nutricionais convencionais modificados como
apropriado para a ativagdo de promotores, para a selegdo de transformantes
ou para a amplificacdo dos genes da invengdo. Apos a transformacao de
uma cepa hospedeira adequada e o cultivo da cepa hospedeira até uma
densidade celular apropriada, o promotor selecionado pode ser induzido a-
través de meios apropriados (por exemplo, modificagdo da temperatura ou

indugao quimica) e as células podem ser cultivadas durante um periodo adi-
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cional para permitir que estas produzam o polipeptideo desejado ou um
fragmento do mesmao.

As células sao tipicamente coletadas através de centrifugacéo,
rompidas através de meios fisicos ou quimicos e o extrato bruto resultante &
mantido para purificacdo adicional. As células microbianas empregadas para
a expressio de proteinas podem ser rompidas através de qualquer método
conveniente, incluindo ciclos de congelamento-descongelamento, ultrassom,
rompimento mecanico ou uso de agentes de lise celular. Tais métodos sao
bem conhecidos pelos versados na técnica. O polipeptideo expresso ou um
fragmento do mesmo pode ser recuperado e purificado partindo de culturas
de células recombinantes através de métodos que incluem precipitagdo com
sulfato de amoénio ou etanol, extragao acida, cromatografia de troca aniénica
ou catidnica, cromatografia em fosfocelulose, cromatografia de interacao
hidrofébica, cromatografia por afinidade, cromatografia em hidroxilapatita e
cromatografia em lectina. Podem ser utilizadas as etapas de redobramento
das proteinas, quando necessario, para completar a configuracdo do poli-
peptideo. Se desejado, a cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC)
pode ser empregada para as etapas de purificagao final.

Também podem ser empregados varios sistemas de cultura de
células de mamifero para expressar a proteina recombinante. Os exemplos
de sistemas de expressdao de mamifero incluem as linhagens COS-7 de fi-
broblastos renais de macaco (descritas por Gluzman, Cell, 23:175, 1981) e
outras linhagens de células capazes de expressar proteinas partindo de um
vetor compativel, tais como as linhagens de céiulas C127, 3T3, CHO, HelLa
e BHK.

Os constructos nas células hospedeiras podem ser utilizados de
uma maneira convencional para a obtengcdo do produto génico codificado
pela sequéncia recombinante. Dependendo do hospedeiro empregado em
um procedimento de produgido recombinante, os polipeptideos produzidos
pelas células hospedeiras que contém o vetor podem ser glicosilados ou po-
dem ser néo glicosilados. Os polipeptideos da invencao podem ou nao tam-

bém incluir um residuo de aminoacido metionina inicial. Os detalhes adicio-
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nais em relacdo a expressdo recombinante de proteinas estao disponiveis

aos versados na técnica. Por exemplo, Protein Expression: A Practical Ap-

proach (Practical Approach Series por S. J. Higgins (Editor), B. D. Hames
(Editor) (julho de 1999) Oxford University Press; ISBN: 0199636249 fornece
uma orientag@o ampla para os versados na técnica para a expressao de pro-
teinas em uma ampla variedade de organismos.

Alternativamente, os polipeptideos da invencao podem ser pro-
duzidos de forma sintética através de sintetizadores de peptideos conven-
cionais. Em outros aspectos, fragmentos ou partes dos polipeptideos podem
ser empregadas para a producao do polipeptideo de comprimento completo
correspondente através da sintese de peptideos; portanto, os fragmentos
podem ser empregados como intermediarios para a producao dos polipepti-
deos de comprimento completo.

Como é conhecido pelos versados na técnica, as sequéncias de
acidos nucleicos da invengao podem ser otimizadas para a expressao em
uma variedade de organismos. Em um aspecto, as sequéncias da invencao
sao otimizadas em relacdo ao uso de cédons em um organismo de interes-
se, por exemplo, um fungo tal como S. cerevisiae ou uma bactéria tal como
E. coli. A otimizacao de sequéncias de acidos nucleicos com a finalidade de
uso de cdédons é bem entendida na técnica como se referindo a selegcao de
um cédon particular favorito por um organismo para codificar um aminoacido
particular. As tabelas de usos de cddons otimizados s&o conhecidas para
muitos organismos. Por exemplo, ver Transfer RNA in Protein Synthesis por
Dolph L. Hatfield, Byeong J. Lee, Robert M. Pirtle (Editor) (julho de 1992)
CRC Press; ISBN: 0849356989. Assim, a invengao inclui ainda os acidos

nucleicos da invencgéo adaptados para o uso de cédons de um organismo.

A expressao otimizada de sequéncias de acidos nucleicos da
invencao também se refere a mutagénese direcionada ou aleatéria de um
acido nucleico para realizar uma maior expressao da proteina codificada. A
mutagénese dos acidos nucleicos da invengao pode fornecer diretamente ou
indiretamente um maior rendimento de proteina expressa. Com a finalidade

de exemplo nao-limitante, as técnicas de mutagénese descritas aqui podem
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ser utilizadas para realizar a mutagao da regido nao-traduzida 5', da regiao
néo-traduzida 3' ou da regiao codificadora de um acido nucleico, cuja muta-
¢ao pode resultar em uma maior estabilidade no nivel de RNA ou de protei-
na, resuitando assim em um maior rendimento de proteina.

Os sistemas de tradugao isentos de células também podem ser
empregados para a produgao de um dos polipeptideos da invengao, utilizan-
do mRNAs transcritos partindo de uma construgdo de DNA que compreende
um promotor ligado de forma operacional a um acido nucleico que codifica o
polipeptideo ou um fragmento do mesmo. Em alguns aspectos, o constructo
de DNA pode ser linearizado antes da realizagao de uma reagéo de transcri-
cao in vitro. O mRNA transcrito € entdo incubado com um extrato de tradu-
¢ao isento de células apropriado, tal como um extrato de reticulocitos de
coelho, para a produgao do polipeptideo desejado ou de um fragmento do
mesmo.

A invencao refere-se ainda a variagdes dos polipeptideos da in-
vencao. O termo "variagao" inclui derivados ou analogos destes polipepti-
deos. Em patrticular, as variagées podem diferir em relagédo a sequéncia de
aminoacidos dos polipeptideos da invengao e sequéncias substancialmente
idénticas 4 mesma, por uma ou mais substituicdes, adigbes, delegdes, fu-
sdes e truncamentos, que podem estar presentes em qualquer combinagéo.

As variagées podem ser as que ocorrem naturalmente ou as cri-
adas in vitro. Em particular, tais variagbes podem ser criadas utilizando téc-
nicas de engenharia genética tais como mutagénese direcionada ao sitio,
mutagénese quimica aleatoria, procedimentos de delecdo com Exonuclease
Ill e técnicas de clonagem padronizadas. Alternativamente, tais variagoes,
fragmentos, analogos ou derivados podem ser criados utilizando procedi-
mentos de sintese ou de modificagao quimica.

Outros métodos de producéo de variagbes sdo também familia-
res aos versados na técnica. Estes incluem procedimentos em que sequén-
cias de acidos nucleicos obtidas de isolados naturais sdo modificadas para
gerar acidos nucleicos que codificam polipeptideos que possuem caracteris-

ticas que aumentam seu valor em aplicagdes industriais ou de laboratorio.
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Em tais procedimentos, é gerado e caracterizado um grande numero de se-
guéncias variantes que possuem uma ou mais diferencas de nucleotideos
em relagao a sequéncia obtida do isolado natural. Tipicamente, estas dife-
rengas de nucleotideos resultam em alteragbes de aminoacidos em relagao
aos polipeptideos codificados pelos acidos nucleicos provenientes dos isola-
dos naturais.

Por exemplo, as variagcbes podem ser criadas utilizando PCR
propensa a erros. Na PCR propensa a erros, a PCR é realizada sob condi-
¢bes em que a fidelidade de cépia da DNA polimerase é baixa, de forma que
uma taxa alta de mutagdes pontuais é obtida ao longo do comprimento intei-
ro do produto da PCR. A PCR propensa a erros é descrita em Leung, DW. e
outros, Technique, 1:11-15, 1989) e Caldwell, R. C. e Joyce G.F., PCR Me-
thods Applic., 2:28-33, 1992. Sucintamente, em tais procedimentos, os aci-
dos nucleicos que serdo submetidos a mutagénese siao misturados com ini-
ciadores da PCR, tampao de reagado, MgCi2, MnCI2, Taq polimerase e uma
concentragao apropriada de dNTPs para atingir uma taxa alta de mutacao
pontual ao longo do comprimento inteiro do produto da PCR. Por exemplo, a
reagcao pode ser realizada utilizando 20 fmols do acido nucleico que sera
submetido a mutagénese, 30 pmols de cada iniciador da PCR, um tampéao
de reacao que compreende 50 mM de KCI, 10 mM de Tris HCI (pH 8,3) e
0,01% de gelatina, 7 mM de MgCl2, 0,5 mM de MnCIi2, 5 unidades de Taq
polimerase, 0,2 mM de dGTP, 0,2 mM de dATP, 1 mM de dCTP e 1 mM de
dTTP. A PCR pode ser realizada durante 30 ciclos de 94° C durante 1 min,
45° C durante 1 min e 72° C durante 1 min. Entretanto, sera considerado
que estes parametros podem ser variados quando apropriado. Os acidos
nucleicos que sofreram mutagénese sao clonados em um vetor apropriado e
as atividades dos polipeptideos codificados pelos acidos nucleicos que so-
freram mutagénese sido avaliadas.

As variagbes também podem ser criadas utilizando mutagénese
direcionada por oligonucleotideo para gerar mutagdes especificas ao sitio
em qualquer DNA de interesse clonado. A mutagénese com oligonucleoti-

deos é descrita em Reidhaar-Olson, J.F. e Sauer, R.T. e outros, Science,
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241:53-57, 1988. Sucintamente, em tais procedimentos um grande ndmero
de oligonucleotideos de fita dupla carregando uma ou mais mutacdes que
serao introduzidas no DNA clonado ¢é sintetizado e inserido no DNA clonado
que sofrera mutagénese. Os clones que contém o DNA que sofreu mutagé-
nese sao recuperados e as atividades dos polipeptideos que codificam sao
avaliadas.

Um outro método para gerar variacées € a PCR de montagem. A
PCR de montagem envolve a montagem de um produto da PCR proveniente
de uma mistura de fragmentos de DNA pequenos. Um grande numero de
reacdes de PCR diferentes ocorre em paralelo no mesmo frasco, com os
produtos de uma reagao iniciando os produtos de uma outra reagao. A PCR
de montagem é descrita no Pedido de Patente U.S. pendente No de Série
08/677.112 depositado em 9 de julho de 1996, intitulado, Method of "DNA
Shuffling with Polynucleotides Produced by Blocking or interrupting a Syn-
thesis or Amplification Process".

Ainda um outro método de gerar variagdes € a mutagénese por
PCR sexual. Na mutagénese por PCR sexual, a recombinagao homodloga
forcada ocrre entre moléculas de DNA de sequéncias de DNA diferentes,
mas altamente relacionadas, in vifro como um resultado da fragmentagao
aleatéria da molécula de DNA com base na homologia de sequéncia, segui-
da pela fixagao do "cross-over" através da extensao dos iniciadores em uma
reacdo de PCR. A mutagénese por PCR sexual é descrita em Stemmer,
W.P., PNAS, USA, 91:10747-10751, 1994. Sucintamente, em tais procedi-
mentos um grande numero de acidos nucleicos que sera recombinado € di-
gerido com DNase para gerar fragmentos que possuem um tamanho médio
de 50-200 nucleotideos. Os fragmentos do tamanho médio desejado s&o
purificados e ressuspensos em uma mistura de PCR. A PCR é realizada sob
condicbes que facilitam a recombinagéo entre os fragmentos de acidos nu-
cleicos. Por exemplo, a PCR pode ser realizada através da ressuspensao
dos fragmentos purificados em uma concentragdo de 10-30 ng/uL em uma
solucdo de 0,2 mM de cada dNTP, 2,2 mM de MgCli2, 50 mM de KCL, 10
mM de Tris HCI, pH 9,0 e 0,1% de Triton X-100. 2,5 unidades de Taq polime-
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rase por 100 pL de mistura de reagao sao adicionadas e a PCR é realizada
utilizando o regime a seguir: 94° C durante 60 segundos, 94° C durante 30
segundos, 50-55° C durante 30 segundos, 72° C durante 30 segundos (30-
45 vezes) e 72° C durante 5 minutos. Entretanto, sera considerado que estes
parametros podem ser variados quando apropriado. Em alguns aspectos, os
oligonucleotideos podem ser incluidos nas reagcdes de PCR. Em outros as-
pectos, o fragmento de Klenow da DNA polimerase | pode ser utilizado em
um primeiro conjunto de reacdes de PCR e a Taq polimerase pode ser utili-
zada em um conjunto subsequente de reacées de PCR. As sequéncias re-
combinantes sao isoladas e as atividades dos polipeptideos que codificam
sao avaliadas.

As variacdes também podem ser criadas através da mutagénese
in vivo. Em alguns aspectos, as mutacgoes aleatérias em uma sequéncia de
interesse s&o geradas através da propagacao da sequéncia de interesse em
uma cepa bacteriana, tal como uma cepa de E. coli, que carrega mutagoes
em uma ou mais das vias de reparo de DNA. Tais cepas "causadoras de
mutacdo” possuem uma taxa de mutagao aleatéria maior que a de um pa-
rental do tipo selvagem. A propagacao do DNA em uma destas cepas gerara
consequentemente mutacgdes aleatérias dentro do DNA. As cepas causado-
ras de mutagéo adequadas para uso para a mutagénese in vivo sao descri-
tas na Publicacdo PCT No WO 91/16427, publicada em 31 de outubro de
1991, intitulada "Methods for Phenotype Creation from Multiple Gene Popu-
lations".

As variacdes também podem ser geradas utilizando mutagénese
por cassete. Na mutagénese por cassete, uma pequena regido de uma mo-
lécula de DNA de fita dupla é substituida por um "cassete" de oligonucleoti-
deo sintético que difere da sequéncia nativa. O oligonucleotideo contém fre-
quentemente sequéncia nativa completamente e/ou parciaimente aleatéria.

A mutagénese de conjunto recursivo também pode ser utilizada
para gerar variagdes. A mutagénese de conjunto recursivo € um algoritmo
para a engenharia de proteinas (mutagénese de proteinas) desenvolvido

para produzir populagdes distintas de mutantes relacionados fenotipicamen-




10

15

20

25

30

154

te cujos membros diferem em relagcdo a sequéncia de aminoacidos. Este
método utiliza um mecanismo de retroalimentacdo para controlar rodadas
sucessivas de mutagénese por cassete combinatério. A mutagénese de con-
junto recursivo é descrita em Arkin, A.P. e Youvan, D.C., PNAS, USA,
89:7811-7815, 1992.

Em alguns aspectos, as variagbes sdo criadas utilizando muta-
génese de conjunto exponencial. A mutagénese de conjunto exponencial é
um processo para gerar bibliotecas combinatérias com uma alta porcenta-
gem de mutantes Unicos e funcionais, em que grupos pequenos de residuos
sao selecionados de forma aleatéria em paralelo para a identifcagao, em
cada posigcao alterada, de aminoacidos que levam a proteinas funcionais. A
mutagénese de conjunto exponencial é descrita em Delegrave, S. e Youvan,
D.C., Biotechnol. Res., 11:1548-1552, 1993. As mutagéneses aleatoéria e
direcionada ao sitio sdo descritas em Arnold, F.H., Current Opinion in Biote-
chnology, 4:450-455, 1993.

Em alguns aspectos, as variagdes sao criadas utilizando proce-
dimentos de embaralhamento em que partes de um grande namero de &ci-
dos nucleicos que codificam polipeptideos distintos sédo fundidas juntas para
criar sequéncias de acidos nucleicos quiméricas que codificam polipeptideos
quiméricos como descrito no Pedido de Patente U.S. pendente No de Série
08/677.112 depositado em 9 de julho de 1996, intitulado, "Method of DNA
Shuffling with Polynucleotides Produced by Blocking or interrupting a Syn-
thesis or Amplification Process" e no Pedido de Patente U.S. pendente No
de Série 08/651.568 depositado em 22 de maio de 1996, intitulado, "Combi-
natorial Enzyme Development”.

As variagbes dos polipeptideos da invencdo podem ser varia-
coes em que um ou mais dos residuos de aminoacidos dos polipeptideos da
invencao sao substituidos por um residuo de aminoacido conservado ou
nao-conservado (por exemplo, um residuo de aminoacido conservado) e tal
residuo de aminoacido substituido pode ou néo ser um codificado pelo codi-
go genético.

As substituicdes conservativas sdo aquelas que substituem um
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certo aminoacido em um polipeptideo com um outro aminoacido de caracte-
risticas similares. Tipicamente observadas como substituicbes conservativas
sao as substituigdes a seguir: substituicdes de um aminoacido alifatico tal
como Ala, Val, Leu e lle com um outro aminoacido alifatico; substituicio de
uma Ser com uma Thr ou vice-versa; substituicdo de um residuo acido tal
como Asp e Glu com um outro residuo acido; substituigido de um residuo que
carrega um grupo amida, tal como Asn e GIn, com um outro residuo que car-
rega um grupo amida; troca de um residuo basico tal como Lys e Arg por um
outro residuo basico; e substituicao de um residuo aromatico tal como Phe,
Tyr com um outro residuo aromatico.

Outras variagdes sdo aquelas em que um ou mais dos residuos
de aminoacidos dos polipeptideos da invencgéo incluem um grupo substituin-
te.

Ainda outras variagdes sdo aquelas em que o polipeptideo esta
associado com um outro composto, tal como um composto para aumentar a
meia vida do polipeptideo (por exemplo, polietileno glicol).

Variagbdes adicionais sdo aquelas em que aminoacidos adicio-
nais s&o fundidos ao polipeptideo, tal como uma sequéncia lider, uma se-
guéncia secretora, uma sequéncia de pro-proteina ou uma sequéncia que
facilita a purificagdo, o enriquecimento ou a estabilizagdo do polipeptideo.
Em alguns aspectos, os derivados e os analogos mantém a mesma fungao
ou atividade biolégica que os polipeptideos da invengédo e podem incluir uma
pro-proteina, de forma que o fragmento, o derivado ou o analogo pode ser
ativado através da clivagem da parte de pré-proteina para produzir um poli-
peptideo ativo.

Otimizacao de cédons para atingir altos niveis de expressido de proteina nas

células hospedeiras

A invencao fornece métodos para a modificagdo de acidos nu-
cleicos que codificam fitase para modificar o uso de cédons. Em um aspecto,
a invencgao fornece métodos para a modificacdo de cédons em um acido nu-
cleico que codifica uma fitase para aumentar ou para diminuir a sua expres-

sao em uma célula hospedeira. A invencao fornece ainda acidos nucleicos
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que codificam uma fitase modificada para aumentar a sua expressdao em
uma célula hospedeira, enzimas fitases modificadas dessa maneira e méto-
dos de produgéo das enzimas fitases modificadas. O método compreende a
identificagado de um codon "nao-preferido” ou "menos preferido” no acido nu-
cleico que codifica fitase e a substituicao de um ou mais destes cédons nao-
preferidos ou menos preferidos com um "cdédon preferido" que codifica o
mesmo aminoacido que o cédon substituido e pelo menos um cédon nao-
preferido ou menos preferido no acido nucleico foi substituido por um cédon
preferido que codifica 0 mesmo aminoacido. Um cédon preferido € um cédon
super-representado nas sequéncias codificadoras nos genes na célula hos-
pedeira e um cédon nao-preferido ou menos preferido € um cdédon subrepre-
sentado nas sequéncias codificadoras nos genes na célula hospedeira.

As células hospedeiras para a expressao dos acidos nucleicos,
cassetes de expressao e vetores da invencdo incluem bactérias, levedura,
fungos, células vegetais, células de inseto e células de mamifero. Assim, a
invencao fornece métodos para a otimizacdo do uso de cdédons em todas
estas ceélulas, acidos nucleicos com cédons alterados e polipeptideos produ-
zidos pelos acidos nucleicos com cédons alterados. Os exemplos de células
hospedeiras incluem bactérias gram negativas, tais como Escherichia coli e
Pseudomonas fluorescens; bactérias gram positivas, tais como Lactobacillus
gasseri, Lactococcus lactis, Lactococcus cremoris, Bacillus subtilis. Os e-
xemplos de células hospedeiras incluem ainda organismos eucariéticos, por
exemplo, varias leveduras, tais como Saccharomyces sp., incluindo Saccha-
romyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, Pichia pastoris e Kluyve-
romyces lactis, Hansenula polimorpha, Aspergillus niger e células e linha-
gens de células de mamifero e células e linhagens de células de inseto. As-
sim, a invengao inclui ainda acidos nucleicos e polipeptideos otimizados em
relagcao a expressao nestes organismos e especies.

Por exemplo, os cédons de um acido nucleico que codifica uma
fitase isolada de uma célula bacteriana sdo modificados de forma que o aci-
do nucleico é expresso de forma é6tima em uma célula bacteriana diferente

das bactérias das quais a fitase foi derivada, uma levedura, um fungo, uma
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célula vegetal, uma célula de inseto ou uma célula de mamifero. Os métodos
para a otimizacdo de cdédons sdao bem conhecidas na técnica, ver, por e-
xemplo, a Patente U.S. No 5.795.737; Baca (2000) Int. J. Parasitol. 30:113-
118; Hale (1998) Protein Expr. Purif. 12:185-188; Narum (2001) Infect. Im-
mun. 69:7250-7253. Ver também Narum (2001) Infect. Immun. 69:7250-
7253, que descreve a otimizagdo de cédons em sistemas de camundongos;
Outchkourov (2002) Protein Expr. Purif. 24:18-24, que descreve a otimizacéao
de codons em levedura; Feng (2000) Biochemistry 39:15399-15409, que
descreve a otimizagdo de cédons em E. coli; Humphreys (2000) Protein Ex-
pr. Purif. 20:252-264, que descreve a otimizacao do uso de cédons que afeta
a secreg¢ao em E. coli.

Animais ndo-humanos transgénicos

A invengdo fornece animais nao-humanos transgénicos que
compreendem um acido nucleico, um polipeptideo, um cassete de expres-
sao ou um vetor ou uma celula transfectada ou transformada da invencgéo.
Os animais ndo-humanos transgénicos podem ser, por exemplo, cabras, co-
elhos, ovelhas, porcos, vacas, ratos e camundongos, que compreendem os
acidos nucleicos da invengdo. Estes animais podem ser utilizados, por e-
xemplo, como modelos in vivo para estudar a atividade da fitase ou, como
modelos para selecionar moduladores da atividade da fitase in vivo. As se-
quéncias codificadoras dos polipeptideos que serdo expressos nos animais
nao-humanos transgénicos podem ser planejadas para serem constitutivas
ou, estarem sob o0 controle de fatores reguladores da transcricdo especificos
ao tecido, especificos ao desenvolvimento ou que podem ser induzidos. Os
animais nao-humanos transgénicos podem ser planejados e gerados utili-
zando qualquer método conhecido na técnica; ver, por exemplo, as Patentes
U.S. Nos 6.211.428; 6.187.992; 6.156.952; 6.118.044; 6.111.166; 6.107.541,
5.959.171; 5.922.854; 5.892.070; 5.880.327; 5.891.698; 5.639.940;
5.573.933; 5.387.742; 5.087.571, que descrevem a producédo e a utilizagao
de células e évulos transformados e camundongos, ratos, coelhos, ovelhas,
porcos e vacas transgénicos. Ver também, por exemplo, Pollock (1999) J.

Immunol. Methods 231:147-157, que descreve a producao de proteinas re-
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combinantes no leite de animais leiteiros transgénicos; Baguisi (1999) Nat.
Biotechnol. 17:456-461, que demonstra a producao de cabras transgénicas.
A Patente U.S. No 6.211.428, descreve a produgéao e a utilizacdo de mamife-
ros nao-humanos transgénicos que expressam em seus cérebros um cons-
tructo de acido nucleico que compreende uma sequéncia de DNA. A Patente
U.S. No 5.387.742, descreve a inje¢do de sequéncias de DNA recombinan-
tes ou sintéticas clonadas em 6vulos de camundongo fertilizados, a implan-
tacao dos 6vulos injetados em fémeas pseudoprenhes e o crescimento até o
termo de camundongos transgénicos cujas células expressam proteinas re-
lacionadas com a patologia da doenga de Alzheimer. A Patente U.S. No
6.187.992, descreve a produgéo e a utilizagdo de um camundongo transgé-
nico cujo genoma compreende uma interrupgao do gene que codifica a pro-
teina precursora amiléide (APP).

"Animais knockout" também podem ser utilizados na pratica dos
métodos da invencdo. Por exemplo, em um aspecto, os animais transgéni-
cos ou modificados da invengdo compreendem um "animal knockout", por
exemplo, um "camundongo knockout”, engenheirado para nao expressar ou
para ser incapaz de expressar uma fitase.

Em um outro aspecto, sao fornecidos organismos nao-humanos
transgénicos que contém uma sequéncia heteréloga que codifica uma fitase
da invencao (por exemplo, as modificagdes de sequéncia especificamente
enumeradas da SEQ ID NO: 2). Podem ser empregados varios métodos
para a producao de animais transgénicos da presente invencao. Falando de
forma geral, trés tais métodos podem ser empregados. Em um tal método,
um embrido no estagio pré-nuclear (um "embridao de uma célula") é coletado
de uma fémea e o transgene é microinjetado no embrido, em cujo caso o
transgene sera integrado de forma cromossdémica tanto nas células
germinativas quanto nas células somaticas do animal maduro resultante. Em
um outro tal método, as células do tronco embrionario sédo isoladas e o
transgene é incorporado ali por eletroporagéao, transfec¢édo de plasmideo ou
microinjecdo, seguida pela reintrodugao das células do caule no embrido

onde colonizam e contribuem para a linhagem germinativa. Os métodos para
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microinjecao de espécies de mamiferos sao descritos na Patente U.S. No
4.873.191.

Ainda em outro exemplo de método, as células embrionarias sao
infectadas com um retrovirus que contém o transgene através do qual as
células germinativas do embrido possuem o transgene integrado de forma
cromossOmica nas mesmas. Quando os animais que serdo tornados
transgénicos sao aves, devido ao fato de que os 6vulos fertilizados de aves
geralmente sofrem divisdo celular durante as primeiras vinte horas no
oviduto, a microinje¢ao no pré-nucleo do évulo fertilizado & problematica por
causa da inacessibilidade do pré-nicleo. Portanto, dos métodos para
produzir animais transgénicos descritos de forma geral anteriormente, a
infeccdo com retrovirus é preferida para espécies de aves, por exemplo,
como descrito na Patente U.S. No 5.162.215. Se a microinjecao tiver que ser
utiizada com espécies de aves, entretanto, pode ser utilizado um
procedimento publicado por Love e outros, (Biotechnol., 12, janeiro de 1994)
em que o embriao €& obtido de uma fémea de ave sacrificada
aproximadamente duas horas e meia apés a postura do ovo colocado
anterior, o transgene é microinjetado no citoplasma do disco germinal € o
embrido é cultivado na casca hospedeira até a maturidade. Quando os
animais que serao tornados transgénicos s&o bovinos ou suinos, a
microinje¢ao pode ser dificultada pela opacidade dos évulos tornando assim
os nucleos dificeis de serem identificados através da microscopia de
constraste por interferéncia diferencial tradicional. Para superar este
problema, os 6vulos podem ser primeiramente centrifugados para segregar
os pro-nucleos para uma visualizagao melhor.

Em um aspecto, os "animais ndo-humanos" da inven¢éao incluem
animais bovinos, suinos, ovinos € aves (por exemplo, vaca, porco, ovelha,
galinha). Os "animais n&o-humanos transgénicos" da invengao sao
produzidos através da introdugao de "transgenes" na linhagem germinativa
do animal nao-humano. As células embrionarias alvo em varios estagios do
desenvolvimento podem ser utilizadas para a introducdo dos transgenes.

Métodos diferentes sao utilizados dependendo do estagio do
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desenvolvimento da célula embrionaria alvo. O zigoto é o melhor alvo para a
microinjecéo. O uso de zigotos como alvo para a transferéncia génica possui
uma vantagem principal no fato de que na maioria dos casos o DNA injetado
sera incorporado no gene hospedeiro antes da primeira clivagem (Brinster e
outros, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:4438-4442, 1985). Como uma
consequéncia, todas as células do animal nao-humano transgénico
carregarao o transgene incorporado. Isto também sera em geral refletido na
transmissao eficiente do transgene para a prole do fundador uma vez que
50% das células germinativas carregarao o transgene.

Em um aspecto, o termo "transgénico" € utilizado para descrever
um animal que inclui material genético exdgeno dentro de todas as suas
células. Um animal "transgénico”" pode ser produzido através do cruzamento
de dois animais quiméricos que incluem material genético exdégeno dentro
das células utilizadas na reproducado. Vinte e cinco por cento da prole
resultante serd transgénica, isto €, os animais que incluem o material
genético exdgeno dentro de todas as suas células em ambos os alelos, 50%
dos animais resultantes incluirdo o material genético exégeno dentro de um
alelo e 25% né&o incluirdo material genético exégeno.

Em um aspecto, um método de microinjecao é utilizado na
pratica da invencao. O transgene é digerido e purificado livre de qualquer
DNA de vetor, por exemplo, por eletroforese em gel. Em um aspecto, o
transgene inclui um promotor associado de forma operacional que interage
com proteinas celulares envolvidas na transcricdo, resuitando em ultima
anadlise na expressado constitutiva. Os promotores uteis sob este aspecto
incluem aqueles do citomegalovirus (CMV), do virus da leucemia de
Moloney (MLV) e do virus da herpes, assim como aqueles dos genes que
codificam metalotionina, actina esquelética, P-enolpiruvato carboxilase
(PEPCK), fosfoglicerato (PGK), DHFR e timidina quinase. Os promotores
para repeticbes terminais longas virais (LTRs) tais como do Virus do
Sarcoma de Rous também podem ser empregados. Quando os animais que
serdo tornados transgénicos sdo aves, os promotores preferidos podem

incluir aqueles para o gene da B-globina do frango, o gene da lisozima do
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frango e do virus da leucose de aves. Os constructos Uteis na transfecgao
com plasmideos de celulas do tronco embrionario empregardo elementos
reguladores adicionais bem conhecidos na técnica tais como elementos
intensificadores para estimular a transcrigao, receptores de processamento,
sinais de término e de poliadenilagcao e sitios de ligagdo de ribossomos para
permitir a tradugao.

A infeccdo com retrovirus também pode ser utilizada para
introduzir um transgene em um animal nao-humano, como descrito
anteriormente. O embrido nao-humano em desenvolvimento pode ser
cultivado in vitro até o estagio de blastocisto. Durante este periodo de tempo,
os blastdbmeros podem ser alvos para a infecgao por retrovirus (Jaenich, R.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 73:1260-1264, 1976). A infecgao eficiente dos
blastdbmeros € obtida através do tratamento enzimatico para remover a zona

pelucida (Hogan e outros (1986) em Manipulating the Mouse Embryo, Cold

Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.). O sistema de
vetor viral utilizado para a introdugdo do transgene é tipicamente um
retrovirus defeituoso em relagdo a replicagdo que carrega o transgene
(Jahner e outros, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82: 6927-6931, 1985; Van der
Putten e outros, Proc. Natl Acad. Sci. USA 82: 6148-6152, 1985). A
transfeccao é facilmente e eficientemente obtida através do cultivo dos
blastdmeros sobre uma monocamada de células produtoras de virus (Van
der Putten, supra; Stewart e outros, EMBO J. 6: 383-388, 1987).
Alternativamente, a infeccdo pode ser realizada em um estagio tardio. O
virus ou as células produtoras de virus podem ser injetadas no blastocele (D.
Jahner e outros, Nature 298: 623-628, 1982). A maior parte dos fundadores
sera um mosaico em relagdo ao transgene uma vez que a incorporagao
ocorre apenas em um subconjunto das células que formaram o animal nao-
humano transgénico. Ainda, o fundador pode conter varias insergoes
retrovirais do transgene em posi¢des diferentes no genoma que geralmente
se segregarao na prole. Em adigdo, é também possivel introduzir transgenes
na linhagem germinativa, embora com baixa eficiéncia, através da infecgao

retroviral intrauterina do embrido na metade da gestagdo (D. Jahner e
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outros, supra).

Um terceiro tipo de célula alvo para a introdugéo do transgene é
a célula do tronco embrionério (ES). As células do ES s&o obtidas partindo
de embribes pré-implantagéo cultivados in vitro e fundidas com embrides (M.
J. Evans e outros, Nature 292:154-156, 1981; M. O. Bradley e outros, Nature
309:255-258, 1984; Gossler e outros, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
83:9065-9069, 1986; e Robertson e outros, Nature 322:445-448, 1986). Os
transgenes podem ser eficientemente introduzidos nas células do ES através
da transfeccdo do DNA ou através da transdugdao mediada por retrovirus.
Tais células do ES transformadas podem, depois disso, ser combinadas com
blastocistos provenientes de um animal ndo-humano. As células do ES,
depois disso, colonizam o embrido e contribuem para a linhagem
germinativa do animal quimérico resultante. (Para revisdo, ver Jaenisch, R.,
Science 240:1468-1474, 1988).

Em um aspecto, "transformada" significa uma célula na qual (ou
em cujo ancestral) foi introduzida, através de técnicas de acidos nucleicos
recombinantes, uma molécula de acido nucleico heteréloga. "Heterdloga"
refere-se a uma sequéncia de acido nucleico que se origina de uma outra
espécie ou €& modificada partindo de sua forma original ou da forma
primariamente expressa na célula.

Em um aspecto, o "transgene" significa qualquer pedaco de DNA
que é inserido através de um artificio em uma célula e se torna parte do
genoma do organismo (isto &, fica integrado de forma estavel ou fica na
forma de um elemento extracromossdémico estavel) que se desenvolve
partindo de tal células. Tal transgene pode incluir um gene que é
parcialmente ou totalmente heterdlogo (isto €&, estranho) ao organismo
transgénico ou pode representar um gene homoélogo a um gene endégeno
do organismo. Esta incluido dentro desta definicdo um transgene criado
através do fornecimento de uma sequéncia de RNA que é transcrita em DNA
e entdao incorporada no genoma. Os transgenes da invencao incluem
sequéncias de DNA que codificam fitases ou polipeptideos que possuem

atividade de fitase e incluem polinucleotideos, que podem ser expressos em
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um animal ndo-humano transgénico. O termo "transgenico" como utilizado
aqui inclui adicionalmente qualquer organismo cujo genoma foi alterado
através da manipulagéo in vitfro do embrido inicial ou do 6vulo fertilizado ou
através de qualquer tecnologia transgénica para induzir um nocaute génico
especifico. O termo "nocaute génico" como utilizado aqui, refere-se a
interrupcéo direcionada de um gene in vivo com a perda completa de fungao
que foi conseguida através de qualquer tecnologia transgénica familiar aos
versados na técnica. Em um aspecto, os animais transgénicos que possuem
nocautes génicos sdo aqueles em que o gene-alvo foi tornado nao-funcional
através de uma insergao direcionada no gene que deveria ser tornado nao-
funcional por recombinagdo homoéloga.

Em um aspecto, o termo "transgénica" inclui qualquer tecnologia
transgénica familiar aos versados na técnica que pode produzir um
organismo que carrega um transgene introduzido ou um em que um gene
endogeno foi tornado nao-funcional ou "knocked out".

O transgene que sera utilizado na pratica da presente invencgéo
€ uma sequéncia de DNA que compreende uma sequéncia que codifica uma
fitase ou um polipeptideo que possui atividade de fitase. Em um aspecto, um
polinucleotideo que possui uma sequéncia que & apresentada na SEQ ID
NO: 1 ou uma sequéncia que codifica um polipeptideo que possui uma
sequéncia que é apresentada na SEQ ID NO: 2 é o transgene como o termo
é definido aqui. Quando apropriado, as sequéncias de DNA que codificam
proteinas que possuem atividade de fitase, mas que diferem em relagdo a
sequéncia de acido nucleico devido a degeneracdao do cdédigo genético,
também podem ser utilizadas aqui, assim como podem as formas truncadas,
as variacoes alélicas e os homologos interespécies.

Em um aspecto, apés um embrido ter sofrido microinjegao, ser
colonizado com células do tronco embrionario transfectadas ou ser infectado
com um retrovirus contendo o transgene (exceto para a pratica da presente
invencao em espécies de aves que é indicada em outro local aqui), o
embrido é implantado dentro do ovoduto de uma fémea pseudoprenhe. A

progénie consequente & testada em relagcdo a incorporagao do transgene
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através da analise de Southern blot de amostras de sangue ou de tecido
utilizando sondas especificas ao transgene. A PCR é particularmente util
nesse aspecto. A progénie positiva (GO) é cruzada para produzir a prole (G1)
que é analisada em relagcado a expressao do transgene através da analise de
Northern blot de amostras de tecido.

Em um aspecto, os métodos compreendem o aumento da
ingestao de fésforo no animal transgénico e/ou a diminuigdo da quantidade
de poluente no estrume do organismo transgénico em aproximadamente
15%, aproximadamente 20% ou aproximadamente 20%, até
aproximadamente 50% ou mais.

Em um aspecto, os animais considerados para uso na pratica da
presente invencédo sao os animais geralmente considerados como animais
domesticados incluindo animais de companhia (por exemplo, caninos,
felinos, espécies de aves efc.) e aqueles Uteis para o processamento de
matérias alimenticias, isto &, aves tais como frango criado para producéo de
carne e galinhas de postura de postura de ovos e peru, ovinos tal como
cabrito, bovinos tais como gado de corte e vacas leiteiras, peixes e suinos.
Em um aspecto, estes animais séo referidos como "transgénicos" quando tal
animal teve uma sequéncia de DNA heterdloga ou uma ou mais sequéncias
de DNA adicionais normalmente enddégenas ao animal (coletivamente
referidas aqui como "transgenes") integradas de forma cromossdmica nas
células germinativas do animal. O animal transgénico (incluindo sua
progénie) também tera o transgene casualmente integrado nos
cromossomos de células somaticas.

Metodologias de Classificacdo e Dispositivos de Monitoramento "Online"

Na pratica dos métodos da invengao, pode ser utilizada uma va-
riedade de aparatos e metodologias em associagéo aos polipeptideos e os
acidos nucleicos da invencao, por exemplo, para verificar os polipeptideos
em relacao a atividade de fitase, para verificar compostos como modelado-
res potenciais de atividade (por exemplo, aumento da capacidade ou inibicao
da atividade enzimatica), em relagdo a anticorpos que se ligam a um poli-

peptideo da invencao, em relagdo a acidos nucleicos que se hibridizam com
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um acido nucleico da invencao e similares.

Suportes Soélidos com Enzima Imobilizada

As enzimas fitases, fragmentos das mesmas e os acidos nuclei-
cos que codificam as enzimas e os fragmentos podem ser fixados em um
suporte sélido. Isto é frequentemente econdémico e eficiente no uso das fita-
ses em processos industriais. Por exemplo, uma associagao ou um coquetel
de enzimas fitases (ou fragmentos ativos das mesmas), que sido utilizadas
em uma reacao quimica especifica, pode ser ligado a um suporte sélido e
imerso em um tanque de processo. A reagdo enzimatica pode ocorrer. En-
tao, o suporte sdlido pode ser tirado do tanque, junto com as enzimas fixa-
das no mesmo, para uso repetido. Em uma modalidade da invencdo, um
acido nucleico isolado da invengéo € fixado em um suporte sélido. Em uma
outra modalidade da invencgédo, o suporte sélido é selecionado do grupo de
um gel, uma resina, um polimero, uma ceramica, um vidro, um microeletrodo
e qualquer combinagao dos mesmos.

Por exemplo, os suportes sélidos uteis nesta invengao incluem
géis. Alguns exemplos de géis incluem Sepharose, gelatina, glutaraldeido,
glutaraldeido tratado com quitosana, albumina-glutaraldeido, quitosana-
Xantana, gel toyopearl (gel polimérico), alginato, alginato-polilisina, carrage-
nana, agarose, glioxil agarose, agarose magnética, dextran-agarose, hidro-
gel de poli(Sulfonato de Carbamoila), hidrogel de BSA-PEG, alcool polivinili-
co fosforilado (PVA), monoaminoetil-N-aminoetila (MANA), amino ou qual-
quer combinagao dos mesmos.

Outros suportes sdlidos uteis na presente invengao sao resinas
ou polimeros. Alguns exemplos de resinas ou polimeros incluem celulose,
acrilamida, nailon, raion, poliéster, resina de troca anindénica, AMBERLITE®
XAD-7, AMBERLITE® XAD-8, AMBERLITE® IRA-94, AMBERLITE® IRC-50,
polivinila, poliacrilico, polimetacrilato ou qualquer combinagdo dos mesmos.
Um outro tipo de suporte sélido util na presente invengao é a ceramica. Al-
guns exemplos incluem ceramica nao-porosa, cerdmica porosa, SiO2,
Al203. Um outro tipo de suporte solido util na presente invengéo € o vidro.

Alguns exemplos incluem vidro nao-poroso, vidro poroso, vidro de amino-
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propila ou qualquer combinagdo dos mesmos. Um outro tipo de suporte soli-
do que pode ser utilizado € um microeletrodo. Um exemplo é uma magnetita
revestida com polietilenoimina. Particulas de grafite podem ser utilizadas
como um suporte solido. Um outro exemplo de um suporte sélido € uma cé-
lula, tal como uma célula sanguinea vermelha.

Métodos de imobilizacdo

Ha muitos métodos que seriam conhecidos por um versado na
técnica para a imobilizagdo de enzimas ou de fragmentos das mesmas ou de
acidos nucleicos, sobre um suporte sélido. Alguns exemplos de tais métodos
incluem, por exemplo, a geragao de goticulas eletroestaticas, meios eletro-
quimicos, através de adsor¢ao, através de ligacao covalente, através de reti-
culacédo, através de uma reagédo ou um processo quimico, através de encap-
sulamento, através de captura, através de alginato de calcio ou através de
poli (metacrilato de 2-hidroxietila). Métodos similares sdo descritos em Me-
thods in Enzymology, Immobilized Enzymes and Cells, Parte C. 1987. Aca-
demic Press. Publicado por S. P. Colowick e N. O. Kaplan. Volume 136; e
Immobilization of Enzymes and Cells. 1997. Humana Press. Publicado por
G. F. Bickerstaff. Série: Methods in Biotechnology, Publicado por J. M. Wal-
ker.

Arranjos de capilares
Os arranjos de capilares, tal como o GIGAMATRIX™  Diversa

Corporation, San Diego, CA, podem ser utilizados nos métodos da invengéo.
Os acidos nucleicos ou os polipeptideos da invencao podem ser imobiliza-
dos no ou aplicados a um arranjo, incluindo arranjos de capilares. Os arran-
jos podem ser utilizados para verificar em relagao a ou monitorar bibliotecas
de composigdes (por exemplo, moléculas pequenas, anticorpos, acidos nu-
cleicos etc.) em relacado a sua capacidade de se ligar a ou de modular a ati-
vidade de um acido nucleico ou de um polipeptideo da invengdo. Os arranjos
de capilares fornecem um outro sistema para sustentar e verificar as amos-
tras. Por exemplo, um aparelho de classificacido de amostras pode incluir um
grande numero de capilares formados em um arranjo de capilares adjacen-

tes, em que cada capilar compreende pelo menos uma parede que define
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uma cavidade para reter uma amostra. O aparelho pode incluir ainda materi-
al intersticial disposto entre capilares adjacentes no arranjo € um ou mais
indicios de referéncia formados dentro do material intersticial. Um capilar
para a classificacdo de uma amostra, em que o capilar & adaptado para ser
ligado em um arranjo de capilares, pode incluir uma primeira parede que de-
fine uma cavidade para reter a amostra e uma segunda parede formada de
um material filtrante, para filtrar a energia de excitagéo fornecida para a ca-
vidade para excitar a amostra.

Um polipeptideo ou um acido nucleico, por exemplo, um ligante,
pode ser introduzido em um primeiro componente dentro de pelo menos uma
parte de um capilar de um arranjo de capilares. Cada capilar do arranjo de
capilares pode compreender pelo menos uma parede que define uma cavi-
dade para reter o primeiro componente. Uma bolha de ar pode ser introduzi-
da no capilar atras do primeiro componente. Um segundo componente pode
ser introduzido no capilar, onde o segundo componente & separado do pri-
meiro componente pela bolha de ar. Uma amostra de interesse pode ser in-
troduzida como um primeiro liquido marcado com uma particula que pode
ser detectada em um capilar de um arranjo de capilares, em que cada capi-
lar do arranjo de capilares compreende pelo menos uma parede que define
uma cavidade para reter o primeiro liquido e a particula que pode ser detec-
tada e em que a pelo menos uma parede é revestida com um material de
ligacdo para a ligagdo da particula que pode ser detectada a pelo menos
uma parede. O método pode incluir ainda a remocgao do primeiro liquido do
tubo capilar, em que a particula que pode ser detectada ligada € mantida
dentro do capilar e a introdugao de um segundo liquido no tubo capilar.

O arranjo de capilares pode incluir um grande numero de capila-
res individuais que compreendem pelo menos uma parede externa que defi-
ne uma cavidade. A parede externa do capilar pode ser uma ou mais pare-
des fundidas juntas. Similarmente, a parede pode definir uma cavidade que
é cilindrica, quadrada, hexagonal ou que possui qualquer outra forma geo-
métrica contanto que as paredes formem uma cavidade para a retencao de

um liquido ou de uma amostra. Os capilares do arranjo de capilares podem
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ser mantidos juntos em proximidade intima para formar uma estrutura pla-
nar. Os capilares podem ser ligados juntos, sendo fundidos (por exemplo,
em que os capilares sao feitos de vidro), colados, ligados ou firmados lado a
lado. O arranjo de capilares pode ser formado de qualquer niumero de capila-
res individuais, por exemplo, uma faixa de 100 até 4.000.000 capilares. Um
arranjo de capilares pode formar uma placa de microtitulagcdo que possuem
aproximadamente 100.000 ou mais capilaridades individuais ligados juntos.

Arranjos ou "BioChips"

Os acidos nucleicos ou os polipeptideos da invengédo podem ser
imobilizados ou aplicados em um arranjo. Os arranjos podem ser utilizados
para verificar ou monitorar bibliotecas de composi¢cdes (por exemplo, molé-
culas pequenas, anticorpos, acidos nucleicos etc.) em relacéo a sua capaci-
dade de se ligar ou de modular a atividade de um acido nucleico ou de um
polipeptideo da invengdo. Por exemplo, em um aspecto da invengdo, um
parametro monitorado € a expressao do produto da transcricdo de um gene
de fitase. Um ou mais ou, todos os produtos da transcrigdo de uma célula
podem ser medidos através da hibridizacdo de uma amostra que compreen-
de os produtos da transcrigdo da célula ou dos acidos nucleicos representa-
tivos de ou complementares aos produtos da transcricao de uma célula, a-
través da hibridizacdo com acidos nucleicos imobilizados sobre um arranjo
ou "biochip". Através da utilizagdo de um "arranjo" de &cidos nucleicos ou
um microchip, alguns ou todos os produtos da transcricdo de uma célula po-
dem ser simultaneamente quantificados. Alternativamente, os arranjos que
compreendem acido nucleico genémico também podem ser utilizados para
determinar o genétipo de uma cepa recém engenheirada produzida atraves
dos métodos da invencdo. "Arranjos de polipeptideos” também podem ser
utilizados para quantificar simultaneamente um grande nimero de proteinas.

Em aspectos alternativos, "arranjos" ou "microarranjos” ou "bio-
chips" ou "chips" da inven¢do compreendem um grande numero de elemen-
tos-alvo em adicdo a um acido nucleico e/ou um polipeptideo ou um pepti-
deo da invengao; cada elemento-alvo pode compreender uma quantidade

definida de um ou mais polipeptideos (incluindo anticorpos) ou acidos nucle-
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icos imobilizados sobre uma area definida da superficie de um substrato,
como discutido em detalhes adicionais, a seguir.

A presente invengado pode ser praticada com qualquer "arranjo"
conhecido, também referido como um "microarranjo” ou um "arranjo de acido
nucleico” ou um "arranjo de polipeptideo” ou um "arranjo de anticorpo" ou
um "biochip" ou uma variagdo dos mesmos. Os arranjos sdo genericamente
um grande numero de "pontos" ou "elementos-alvo", cada elemento-alvo
compreendendo uma quantidade definida de uma ou mais moléculas biolo-
gicas, por exemplo, oligonucleotideos, imobilizados sobre uma area definida
da superficie de um substrato para a ligacao especifica a uma molécula de
amostra, por exemplo, produtos da transcricao de mRNA.

Na pratica dos métodos da invencéo, qualquer arranjo e/ou me-
todo conhecido de producgédo e utilizagdo de arranjos pode ser incorporado
totalmente ou em parte ou variagdes do mesmo, como descrito, por exem-
plo, nas Patentes U.S. Nos 6.277.628; 6.277.489; 6.261.776; 6.258.606;
6.054.270; 6.048.695;, 6.045.996; 6.022.963; 6.013.440; 5.965.452;
5.9569.098; 5.856.174; 5.830.645; 5.770.456; 5.632.957; 5.556.752;
5.143.854; 5.807.522; 5.800.992; 5.744.305; 5.700.637; 5.556.752;
5.434.049; ver também, por exemplo, WO 99/51773; WO 99/09217; WO
97/46313; WO 96/17958; ver também, por exemplo, Johnston (1998) Curr.
Biol. 8:R171-R174; Schummer (1997) Biotechniques 23:1087-1092; Kern
(1997) Biotechniques 23:120-124; Solinas-Toldo (1997) Genes, Chromo-
somes & Cancer 20:399-407; Bowtell (1999) Nature Genetics Supp. 21:25-
32. Ver também os Pedidos de Patentes U.S. publicados Nos 20010018642,
20010019827; 20010016322; 20010014449; 20010014448; 20010012537;
20010008765.

Polipeptideos e peptideos

A invencao fornece polipeptideos isolados, sintéticos ou recom-
binantes que possuem uma sequéncia de aminoacidos com pelo menos
95%, 96%, 97%, 98% ou 99% de identidade de sequéncia em relacéao a
SEQ ID NO: 2 e codificados por um polinucleotideo que compreende pelo

menos uma, duas, trés, quatro, cinco, seis, sete, oito, nove, dez, onze, doze,
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treze ou todas as quatorze modificagbes de sequéncias de pares de bases
de nucleotideos na SEQ ID NO: 1, descritas anteriormente e que possui uma
sequéncia de aminoacidos que compreende pelo menos uma, duas, trés,
quatro, cinco, seis, sete, oito, nove, dez, onze, doze, treze ou todas as qua-
torze modificagdes de residuos de aminoacidos especificas na SEQ ID NO:
2, descritas anteriormente. Para referéncia, a SEQ ID NO: 2 "original” gerada
de forma sintética é:
Met Lys Ala Ile Leu Ile Pro Phe Leu Ser Leu Leu Ile Pro Leu Thr
1 5 10 15
Pro Gln Ser Ala Phe Ala Gln Ser Glu Pro Glu Leu Lys Leu Glu Ser

20 25 30
Val Val Ile Val Ser Arg His Gly Val Arg Ala Pro Thr Lys Ala Thr

35 40 45
Gln Leu Met Gln Asp Val Thr Pro Asp Ala Trp Pro Thr Trp Pro Val
50 55 60
Lys Leu Gly Glu Leu Thr Pro Arg Gly Gly Glu Leu Ile Ala Tyr Leu
65 70 75 80
Gly His Tyr Trp Arg Gln Arg Leu Val Ala Asp Gly Leu Leu Pro Lys
85 90 95

Cys Gly Cys Pro Gln Ser Gly Gln Val Ala Ile Ile Ala Asp Val Asp

100 105 110
Glu Arg Thr Arg Lys Thr Gly Glu Ala Phe Ala Ala Gly Leu Ala Pro

115 120 125
Asp Cys Ala Ile Thr Val His Thr Gln Ala Asp Thr Ser Ser Pro Asp
130 135 140
Pro Leu Phe Asn Pro Leu Lys Thr Gly Val Cys Gln Leu Asp Asn Ala
145 150 155 160
Asn Val Thr Asp Ala Ile Leu Glu Arg Ala Gly Gly Ser Ile Ala Asp
165 170 175

Phe Thr Gly His Tyr Gln Thr Ala Phe Arg Glu Leu Glu Arg Val Leu

180 185 190

Asn Phe Pro Gln Ser Asn Leu Cys Leu Lys Arg Glu Lys Gln Asp Glu
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Asp

225

Glu

Gly

Asn

Arg

Pro

305

Phe

Glu

Gly

Trp

Lys

385

Leu

Gly

Cys

210

Cys

Ile

Arg

Ala

Ala

290

Pro

Ile

Leu

Glu

TIle

370

Thr

Ala

Phe

195

Ser

val

Phe

Ile

Gln

275

Thr

Gln

Ala

Asn

Leu

355

Gln

Pro

Gly

Thr

Leu

Ser

Leu

Thr

260

Phe

Pro

Lys

Gly

Trp

340

Val

val

Leu

Cys

Gln

420

Thr

Leu

Leu

Asp

Asp

Leu

Gln

His

325

Thr

Phe

Ser

Ser

Glu

405

Ile

Gln

Thr

230

Gln

Ser

Leu

Leu

Ala

310

Asp

Leu

Glu

Leu

Leu

390

Glu

Val

Ala

215

Gly

Gln

His

Leu

Asp

295

Tyr

Thr

Pro

Arg

Val

375

Asn

Arg

Asn

200

Leu

Ala

Ala

Gln

Gln

280

Leu

Gly

Asn

Gly

Trp

360

Phe

Thr

Asn

Glu

Pro

Val

Gln

Trp

265

Arg

Ile

Val

Leu

Gln

345

Arg

Gln

Pro

Ala

Ala

425

171

Ser

Ser

Gly

250

Asn

Thr

Lys

Thr

Ala

330

Pro

Arg

Thr

Pro

Gln

410

Arg

Glu

Leu

235

Met

Thr

Pro

Thr

Leu

315

Asn

Asp

Leu

Leu

Gly

395

Gly

Ile

Leu

220

Ala

Pro

Leu

Glu

Ala

300

Pro

Leu

Asn

Ser

Gln

380

Glu

Met

Pro

205

Lys

Ser

Glu

Leu

Val

285

Leu

Thr

Gly

Thxr

Asp

365

Gln

Val

Cys

Ala

Val

Met

Pro

Ser

270

Ala

Thr

Ser

Gly

Pro

350

Asn

Met

Lys

Ser

Cys

430

Sexr

Leu

Gly

255

Leu

Arg

Pro

val

Ala

335

Pro

Ser

Arg

Leu

Leu

415

Ser

Ala

Thr

240

Trp

His

Ser

His

Leu

320

Leu

Gly

Gln

Asp

Thr

400

Ala

Leu

A sequéncia da fitase parental SEQ ID NO: 2, codificada, por

exemplo, pela SEQ ID NO: 1, que exibe modificagcdes de sequéncias gera-

das pela mutagénese por saturagdo no sitio génico selecionadas para a
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construcao da biblioteca GeneReassembly® é mostrada na Figura 8.

Em um aspecto, o polipeptideo e os peptideos da invencgéo pos-
suem atividade de fitase. Em aspectos alternativos, também podem ser G-
teis, por exemplo, como sondas de marcagao, antigenos, toleragens, moti-
vos, sitios ativos da fitase.

Em aspectos alternativos, os polipeptideos e os peptideos da
invengao sao sintéticos ou sao polipeptideos gerados de forma recombinan-
tes. Os peptideos e as proteinas podem ser expressos de forma recombi-
nante in vitro ou in vivo. Os peptideos e os polipeptideos da invengao tam-
bém podem ser produzidos e isolados utilizando qualquer método conhecido
na técnica. O polipeptideo e os peptideos da invengdo também podem ser
sintetizados, inteiros ou em parte, utilizando métodos quimicos bem conhe-
cidos na técnica. Ver, por exemplo, Caruthers (1980) Nucleic Acids Res.
Symp. Ser. 215-223; Horn (1980) Nucleic Acids Res. Symp. Ser. 225-232;
Banga, A.K., Therapeutic Peptides and Proteins, Formulation, Processing
and Delivery Systems (1995) Technomic Publishing Co., Lancaster, PA. Por
exemplo, a sintese de peptideos pode ser realizada utilizando varias técni-
cas em fase soélida (ver, por exemplo, Roberge (1995) Science 269:202; Mer-
rifield (1997) Methods Enzymol. 289:3(113) e a sintese automatizada pode
ser conseguida, por exemplo, utilizando o ABI 431A Peptide Synthesizer
(Perkin Elmer) de acordo com as instrugdes fornecidas pelo fabricante.

As enzimas e os polinucleotideos da presente invencao podem
ser fornecidos em uma forma isolada ou purificada até a homogeneidade. O
polipeptideo de fitase da invengdo pode ser obtido utilizando qualquer um
dos varios métodos padronizados. Por exemplo, os polipeptideos de fitase
podem ser produzidos em um sistema de expressdo recombinante
padronizado (como descrito aqui), sintetizados quimicamente (embora de
alguma maneira limitados a fragmentos peptidicos de fitase pequenos) ou
purificados de organismos nos quais sd3o naturalmente expressos. Os
métodos de expressdo recombinante uteis incluem hospedeiros mamiferos,
hospedeiros microbianos e hospedeiros vegetais.

Em aspectos alternativos, os polipeptideos e os peptideos da
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invengcéo compreendem "aminoacidos” ou "sequéncias de aminoacidos" que
sao oligopeptideos, peptideos, polipeptideos ou sequéncias de proteinas ou
alternativamente, sao fragmentos, partes ou subunidades de qualquer um
destes e de moléculas que ocorrem naturalmente ou sintéticas.

Em aspectos alternativos, os polipeptideos ou as proteinas "re-
combinantes” da invenc¢éo incluem (referem-se a) polipeptideos ou proteinas
produzidas por técnicas de DNA recombinante; por exemplo, produzidas par-
tindo de células transformadas por uma construgdo de DNA exdgena que
codifica o polipeptideo ou a proteina desejada. Os acidos nucleicos (incluin-
do oligonucleotideos), os polipeptideos ou as proteinas "sintéticas" da inven-
¢ao incluem as preparadas através de sintese quimica, como descrito em
detalhes aqui. Em aspectos alternativos, os polipeptideos ou as proteinas da
invengao compreendem aminoacidos ligados um com os outros através de
ligacbes peptidicas ou ligagdes peptidicas modificadas, isto &, isoestéres
peptidicos e podem conter aminoacidos modificados sem ser os 20 aminoa-
cidos codificados pelos genes. Os polipeptideos podem ser modificados a-
través de processos naturais, tal como o processamento pds-tradugao ou
através de técnicas de modificagdo quimica que sdao bem conhecidas na
técnica. As modificagdes podem ocorrer em qualquer local no polipeptideo,
incluindo a estrutura peptidica, as cadeias laterais dos aminoacidos e os
terminais amino ou carboxila. Sera considerado que o mesmo tipo de modifi-
cacao pode estar presente no mesmo ou em graus variaveis em varios sitios
em um certo polipeptideo. Ainda, um certo polipeptideo pode ter muitos tipos
de modificagbes, por exemplo, acetilagdo, acilagao, ADP-ribosilacdo, amida-
¢ao, ligagcao covalente de flavina, ligagao covalente de um grupamento he-
me, ligagdo covalente de um nucleotideo ou de um derivado de nucleotideo,
ligacao covalente de um lipideo ou de um derivado de lipideo, ligacéo cova-
lente de um fosfatidilinositol, ciclizagdao por reticulagéo, formacao de pontes
dissulfeto, desmetilacdo, formagao de ligagbes cruzadas covalentes, forma-
¢ao de cisteina, formacgao de piroglutamato, formilagado, gama-carboxilagéo,
glicosilacao, formacao de ancoragem de GPI, hidroxilagéo, iodizagdo, meti-

lagao, miristoliagao, oxidagao, peguilagédo, processamento proteolitico, fosfo-
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rilagdo, prenilacao, racemizagao, selenoilacao, sulfatizacdo e adicao de ami-
noacidos mediada por RNA de transferéncia a proteina tal como arginilagao.

Em aspectos alternativos, polipeptideos ou proteinas "sintéticas"
sdo aqueles preparados através de sintese quimica. Os métodos de sintese
quimica de peptideos em fase sélida podem também ser utilizados para sin-
tetizar o polipeptideo ou os fragmentos da invengao. Tal método é conhecido
na técnica desde o inicio dos anos 60 (Merrifield, R. B., J. Am. Chem. Soc.,
85:2149-2154, 1963) (Ver também Stewart, J. M. e Young, J. D., Solid Phase
Peptide Synthesis, 2 ed., Pierce Chemical Co., Rockford, lii., pp. 11-12)) e
foram recentemente empregados nos kits de planejamento e sintese de pep-
tideos em laboratério disponiveis comercialmente (Cambridge Research Bi-
ochemicals). Tais kits de laboratério disponiveis comerciaimente utilizaram
de forma geral os ensinamentos de H. M. Geysen e outros, Proc. Natl. Acad.
Sci., USA, 81:3998 (1984) e fornecem a sintese de peptideos sobre as pon-
tas de um grande numero de "bastdes"” ou "pinos" dos quais todos sao co-
nectados a uma Unica placa. Quando tal sistema é utilizado, uma placa de
bastdes ou pinos é invertida e inserida em uma segunda placa de pogos ou
reservatérios correspondentes, que contém solugdes para a ligagao ou para
a ancoragem de um aminodcido apropriado nas pontas dos pinos ou dos
bastdes. Repetindo tal etapa do processo, isto €, invertendo e inserindo as
pontas dos bastées e dos pinos em solugdes apropriadas, os aminoacidos
sdo montados em peptideos desejados. Em adigéo, esta disponivel um nu-
mero de sistemas de sintese de peptideos FMOC disponiveis. Por exemplo,
a montagem de um polipeptideo ou de um fragmento pode ser realizada so-
bre um suporte sélido utilizando um sintetizador de peptideos automatizado
da Applied Biosystems, Inc. Modelo 431A. Tal equipamento fornece um a-
cesso facil aos peptideos da invencao, através da sintese direta ou através
da sintese de uma série de fragmentos que podem ser acoplados utilizando
outras técnicas conhecidas.

Em aspectos alternativos, os peptideos e os polipeptideos da
invencao sao glicosilados. A glicosilagdo pode ser adicionada apos a tradu-

cao de forma quimica ou através de mecanismos biossintéticos celulares,
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em que o ultimo incorpora o uso de motivos de glicosilacdo conhecidos, que
podem ser nativos da sequéncia ou podem ser adicionados como um pepti-
deo ou adicionados na sequéncia de acido nucleico codificadora. A glicosila-
¢éo pode ser ligada ao O ou ligada ao N ou, uma combinacgéo destas.

Em aspectos alternativos, os peptideos e os polipeptideos da
invencgao, como definido anteriormente, compreendem formas "miméticas" e
"peptidomiméticas”, em parte ou completamente. Em um aspecto, os termos
"mimético” e "peptidomimético" referem-se a um composto quimico sintético
que possui substancialmente as mesmas caracteristicas estruturais e/ou
funcionais dos polipeptideos da invengdo. O mimético pode ser composto
inteiramente de analogos nao-naturais sintéticos de aminodacidos ou, € uma
moiécula quimérica de aminoacidos de peptideos parcialmente naturais e
analogos de aminoacidos parcialmente nao-naturais. O mimético também
pode incorporar qualquer quantidade de substituicbes conservativas de ami-
noacidos naturais contanto que tais substituicdes também nao alterem subs-
tancialmente a estrutura e/ou a atividade do mimético. Como com os poli-
peptideos da invengédo que sdo variagbes conservativas, experimentos de
rotina determinardo se um mimético esta dentro do escopo da invencao, isto
€, se sua estrutura e/ou fungao nao é substancialmente alterada. Assim, em
um aspecto, uma composicao mimetica esta dentro do ambito da invencgao
se esta tiver uma atividade de fitase.

Em aspectos alternativos, os peptideos e os polipeptideos da
invencao possuem sequéncias que compreendem a modificacéo especifica
na SEQ ID NO: 2, como definido anteriormente e também substituigbes con-
servativas que podem ou nao modificar a atividade, por exemplo, a atividade
enzimatica. Em aspectos alternativos, as substituicdes conservativas sé&o
aquelas que substituem um certo aminoacido em um polipeptideo com um
outro aminoacido de caracteristicas similares. Em aspectos alternativos, as
substituicbes conservativas sao as substituicdes a seguir: substituicbes de
um aminoacido alifatico tal como Ala, Val, Leu e lie com um outro aminoaci-
do alifatico; substituicido de uma Ser com uma Thr ou vice-versa; substitui-

¢ao de um residuo acido tal como Asp e Glu com um outro residuo acido;
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substituicao de um residuo que carrega um grupo amida, tal como Asn e
GIn, com um outro residuo que carrega um grupo amida; troca de um resi-
duo basico tal como Lys e Arg por um outro residuo basico; e substituicéo de
um residuo aromatico tal como Phe, Tyr com um outro residuo aromatico.

As composi¢gdes miméticas de polipeptideos da invengao podem
conter qualquer combinagcdo de componentes estruturais n&o-naturais. Em
um aspecto alternativo, as composicdes miméticas da invengao incluem um
ou todos dos trés grupos estruturais a seguir: a) grupos de ligagao de resi-
duos sem ser as ligagbes de amida naturais ("ligacdo peptidica"); b) residuos
nao-naturais no lugar de residuos de aminoacidos que ocorrem naturalmen-
te; ou c) residuos que induzem mimetismo estrutural secundario, isto &, in-
duzem ou estabilizam uma estrutura secundaria, por exemplo, uma confor-
macao de volta beta, de volta gama, de folha beta, de alfa hélice e similares.
Por exemplo, um polipeptideo da invengao pode ser caracterizado como um
mimeético quando todos ou alguns de seus residuos sao ligados através de
meios quimicos sem ser as ligagcdes peptidicas naturais. Os residuos pepti-
domimeéticos individuais podem ser ligados através de ligagdes peptidicas,
outras ligagdes quimicas ou meios de acoplamento, tal como, por exemplo,
glutaraldeido, ésteres de N-hidroxissuccinimida, maleimidas bifuncionais,
N,N'-diciclo-hexilcarbodi-imida (DCC) ou N,N'-di-isopropilcarbodi-imida (DIC).
Os grupos de ligagao que podem ser uma alternativa para as ligagbdes de
amida tradicionais ("ligagdo peptidica") incluem, por exemplo, cetometileno
(por exemplo, -C(=0)-CH2- para -C(=0)-NH-), aminometileno (CH2-NH),
etileno, olefina (CH=CH), éter (CH2-0O), tioéter (CH2-S), tetrazol (CN4-), tia-
zol, retroamida, tioamida ou éster (ver, por exemplo, Spatola (1983) in Che-
mistry and Biochemistry of Amino Acids, Peptides and Proteins, Vol. 7, pp
267-357, "Peptide Backbone Modifications", Marcell Dekker, NY).

Um polipeptideo da invengdo também pode ser caracterizado
como um mimético por conter todos ou alguns residuos nao-naturais no lu-
gar de residuos de aminoacidos que ocorrem naturalmente. Os residuos
nao-naturais sao bem descritos na literatura cientifica e de patentes; alguns

dos exemplos de composi¢cdes nao-naturais Uteis como miméticos de resi-
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duos de aminoacidos naturais e normas de procedimento sdo descritos a
seguir. Os miméticos de aminoacidos aromaticos podem ser gerados através
da substituic&o, por exemplo, com D- ou L- nafilalanina; D- ou L- fenilglicina;
D- ou L-2 tienoilalanina; D- ou L-1, -2, 3- ou 4- pirenoilalanina; D- ou L-3 tie-
noilalanina; D- ou L-(2-piridinil)-alanina; D- ou L-(3-piridinil)-alanina; D- ou L-
(2-pirazinil)-alanina; D- ou L-(4-isopropil)-fenilglicina; D-(trifluorometil)-
fenilglicina; D-(trifluorometil)-fenilalanina; D-p-fluoro-fenilalanina; D- ou L-p-
bifenilfenilalanina; K- ou L-p-metéxi-bifenilfenilalanina; D- ou L-2-
indol(alquil)alaninas; e, D- ou L-alquilaninas, em que alquila pode ser metila,
etila, propila, hexila, butila, pentila, isopropila, iso-butila, sec-isotila, iso-
pentila substituida ou ndo substituido ou aminoacidos ndo acidos. Os anéis
aromaticos de um aminoacido nao-natural incluem, por exemplo, anéis aro-
maticos de tiazolila, tiofenila, pirazolila, benzimidazolila, naftila, furanila, pir-
rolila e piridila.

Os miméticos de aminoacidos acidos podem ser gerados atra-
vés da substituicdo, por exemplo, com aminoacidos n&o-carboxilados en-
quanto que uma carga negativa € mantida; (fosfono)alanina; treonina sulfa-
tada. Grupos laterais carboxila (por exemplo, aspartila ou glutamila) também
podem ser seletivamente modificados através da reagdo com carbodi-imidas
(R'-N-C-N-R'") tal como, por exemplo, 1-ciclo-hexil-3(2-morfolinil-(4-etil) car-
bodi-imida ou 1-etil-3(4-azonia-4,4-dimetolpentil) carbodi-imida. Aspartila ou
glutamila também pode ser convertido em residuos de asparaginila e gluta-
minila através da reagdo com ions de aménio. Os miméticos de aminoacidos
basicos também podem ser gerados através da substituicdo, por exemplo,
(em adigd@o a lisina e a arginina) com os aminoacidos ornitina, citrulina ou
acido (guanidino)-acético ou acido (guanidino)alquil-acético, em que alquila
definido anteriormente. O derivado de nitrila (por exempio, que contém o
grupo CN no lugar de COOH) pode ser substituido com asparagina ou glu-
tamina. Os residuos de asparaginila e glutaminila podem ser desaminados
nos residuos aspartila ou glutamila correspondentes. Os miméticos do resi-
duo de arginina podem ser gerados através da reag¢ao de arginila, por exem-

plo, com um ou mais reagentes convencionais, incluindo, por exemplo, fenil-
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glioxal, 2,3-butanodiona, 1,2-ciclo-hexanodiona ou ninhidrina, que para estes
reagentes pode ser preferivel utilizar condicbes alcalinas. Os miméticos do
residuo de tirosina podem ser gerados através da reacdo de tirosila, por e-
xemplo, com compostos de diazénio aromaticos ou tetranitrometano. O N-
acetilimidizol e o tetranitrometano podem ser utilizados para formar espécies
de O-acetil tirosila e derivados de 3-nitro, respectivamente. Os miméticos do
residuo de cisteina podem ser gerados através da reacédo de residuos de
cisteinila, por exemplo, com alfa-haloacetatos tal como acido 2-cloroacético
ou cloroacetamida e aminas correspondentes; para fornecer derivados de
carboximetila ou de carboxiamidometila. Os miméticos do residuo de cistei-
na também podem ser gerados através da reagdo dos residuos de cisteinila,
por exemplo, com bromo-trifluoroacetona, acido alfa-bromo-beta-(5-
imidozoil) propiénico; fosfato de cloroacetila, N-alquilmaleimidas, dissulfeto
de 3-nitro-2-piridila; dissulfeto de metil 2-piridila; p-cloromercuribenzoato; 2-
cloromercuri-4 nitrofenol; ou, cloro-7-nitrobenzo-oxa-1,3-diazol. Os miméti-
cos de lisina podem ser gerados (e os residuos amino terminais podem ser
alterados) através da reacao de lisinila, por exemplo, com anidrido do acido
succinico ou de outros acidos carboxilicos. Os miméticos de lisina e outros
que contém alfa-amino também podem ser gerados através da reagao com
imidoésteres, tais como picolinimidato de metila, fosfato piridoxal, piridoxal,
cloroborohidreto, acido trinitro-benzenossulfénico, O-metilisoureia, 2,4, pen-
tanodiona e reacgdes catalisadas por transamidase com glioxilato. Os miméti-
cos de metionina podem ser gerados através da reag¢ao, por exemplo, com
sulfoxido de metionina. Os miméticos de prolina incluem, por exemplo, acido
pipecolico, acido tiazolidina carboxilico, 3- ou 4- hidréxi prolina, desidroproli-
na, 3- ou 4-metilprolina ou 3,3,-dimetilprolina. Os miméticos do residuo de
histidina podem ser gerados através da reagdo do histidila, por exemplo,
com dietilprocarbonato ou brometo de para-bromofenacila. Outros miméticos
incluem, por exemplo, os gerados através da hidroxilacdo de prolina e lisina;
fosforilagdo dos grupos hidroxila de residuos de serila ou treonila; metilacao
dos grupos alfa-amino de lisina, arginina e histidina; acetilagdo da amina N-

terminal; metilacdo dos residuos amida da cadeia principal ou substituicao
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com aminoacidos N-metila; ou amidagédo de grupos carboxila C-terminais.

Um residuo, por exemplo, um aminoacido, de um polipeptideo
da invencéo também pode ser substituido com um aminoacido (ou residuo
peptidomimético) da quiralidade oposta. Assim, qualquer aminoacido que
ocorre naturaimente na configuragéao L (que pode também ser referido como
R ou S, dependendo da estrutura da entidade quimica) pode ser substituido
com o aminoacido do mesmo tipo de estrutura quimica ou um peptidomimé-
tico, mas da quiralidade oposta, referido como o D-aminoacido, mas também
pode ser referido como a forma R ou S.

A invengao fornece ainda métodos para a modificagcdo dos poli-
peptideos da invencgao através de processos naturais, tal como o processa-
mento pds-tradugéo (por exemplo, fosforilagdo, acilagdo etc) ou através de
técnicas de modificagdo quimica e os polipeptideos modificados resultantes.
As modificagdes podem ocorrer em qualquer local no polipeptideo, incluindo
a estrutura do peptideo, as cadeias laterais dos aminoacidos e os terminais
amino ou carboxila. Sera considerado que o mesmo tipo de modificagdo po-
de estar presente no mesmo ou em graus variaveis em varios sitios em um
certo polipeptideo. Ainda, um certo polipeptideo pode ter muitos tipos de
modificagbes. As modificagbes incluem acetilagdo, acilagcao, ADP-
ribosilacdo, amidacgao, ligagcao covalente de flavina, ligagado covalente de um
grupo heme, ligacao covalente de um nucleotideo ou um derivado de nucleo-
tideo, ligacao covalente de um lipideo ou um derivado de lipideo, ligagao
covalente de um fosfatidilinositol, ciclizagao de reticulagdo, formagao de pon-
tes dissulfeto, desmetilagdo, formagao de ligagdes cruzadas covalentes,
formacdo de cisteina, formagdo de piroglutamato, formilagdo, gama-
carboxilagao, glicosilagdo, formagcdo de ancoragem de GPI, hidroxilagao,
iodizagao, metilagdo, miristoliagdo, oxidagao, peguilagdo, processamento
proteolitico, fosforilagdo, prenilagcdo, racemizagéao, selenoilagdo, sulfatizagao
e adicao de aminoacidos mediada por RNA de transferéncia para a proteina
tal como a arginilagao. Ver, por exemplo, Creighton, T.E., Proteins — Struc-
ture and Molecular Properties 2a Ed., W.H. Freeman and Company, Nova
York (1993); Posttanslational Covalent Modification of Proteins, B.C. John-
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son, Ed., Academic Press, Nova York, pp. 1-12 (1983).

Os métodos de sintese quimica de peptideos em fase solida
tambem podem ser utilizados para sintetizar, o polipeptideo ou os fragmen-
tos da invengdo. Tal método é conhecido na técnica desde o inicio dos anos
60 (Merrifield, R. B., J. Am. Chem. Soc., 85:2149-2154, 1963) (Ver também
Stewart, J. M. e Young, J. D., Solid Phase Peptide Synthesis, 2a Ed., Pierce
Chemical Co., Rockford, lli., pp. 11-12)) e foram empregados recentemente
em kits para planejamento e sintese de peptideos em laboratério disponiveis
comercialmente (Cambridge Research Biochemicals). Tais kits de laboratério
disponiveis comerciaimente utilizaram de forma geral os ensinamentos de H.
M. Geysen e outros, Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 81:3998 (1984) e fornecem
a sintese de peptideos sobre as pontas de um grande niumero de "bastdes"
ou "pinos" dos quais todos sao conectados a uma Unica placa. Quando tal
sistema €& utilizado, uma placa de bastdes ou pinos € invertida e inserida em
uma segunda placa de pog¢os ou reservatorios correspondentes, que contém
solugdes para a ligagcao ou para a ancoragem de um aminoacido apropriado
nas pontas dos pinos ou dos bastdes. Através da repeticdo de tal etapa do
processo, isto €, da inversao e da insercdo das pontas dos bastdes e dos
pinos nas solugdes apropriadas, os aminoacidos sdao montados em pepti-
deos desejados. Em adicao, esta disponivel um nimero de sistemas de sin-
tese de peptideos FMOC disponiveis. Por exemplo, a montagem de um poli-
peptideo ou de um fragmento pode ser realizada sobre um suporte sdlido
utilizando um sintetizador de peptideos automatico Applied Biosystems, Inc.
Modelo 431A®. Tal equipamento fornece acesso facil aos peptideos da in-
vengao, através da sintese direta ou através da sintese de uma série de
fragmentos que podem ser acoplados utilizando outras técnicas conhecidas.

Em um aspecto, os peptideos e os polipeptideos da invengao
possuem sequéncias que compreendem a modificagdo especifica na SEQ
ID NO: 2, como definido anteriormente e também sequéncias de aminoaci-
dos "substancialmente idénticas”, isto €, uma sequéncia que difere em uma
ou mais substituicoes, dele¢des ou inser¢des de aminoacidos conservativas

ou nao-conservativas, particularmente quando tal substituicdo ocorre em um
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sitio que n&o é o sitio ativo da molécula e contanto que o polipeptideo man-
tenha essencialmente suas propriedades funcionais. Em um aspecto, os
peptideos e os polipeptideos da invencdo possuem sequéncias que compre-
endem a modificagao especifica na SEQ ID NO: 2, como definido anterior-
mente e substituicdes conservativas de aminoacidos que substituem um a-
minoacido com um outro da mesma classe, por exemplo, a substituicao de
um aminoacido hidrofébico, tal como isoleucina, valina, leucina ou metionina,
com um outro ou a substituigdo de um aminoacido polar com um outro, tal
como a substituicdo de arginina com lisina, acido glutdmico com acido aspar-
tico ou glutamina com asparagina. Em um aspecto, um ou mais aminoacidos
podem ser deletados, por exemplo, de um polipeptideo de fitase da invengao
para resultar na modificagdo da estrutura do polipeptideo sem alterar signifi-
cativamente sua atividade biolégica ou alternativamente, para alterar signifi-
cativamente de forma proposital sua atividade bioldégica. Por exemplo, ami-
noacidos amino ou carboxila terminais que sao necessarios ou alternativa-
mente nao necessarios, para a atividade biologica de fitase podem ser re-
movidos e/ou adicionados. As sequéncias de polipeptideos modificadas da
invencao podem ser analisadas em relagdo a atividade bioldgica de fitase
através de qualquer numero de métodos, incluindo o contato da sequéncia
de polipeptideo modificada com um substrato de fitase e a determinag¢ao do
fato do polipeptideo modificado diminuir a quantidade de substrato especifi-
CO no ensaio ou aumentar os produtos biolégicos da reagdo enzimatica de
um polipeptideo de fitase funcional com o substrato.

Um outro aspecto da invengao compreende polipeptideos que
possuem aproximadamente 70%, 71%, 72%, 73%, 74%, 75%, 76%, 77%,
78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ou mais identidade de
sequéncia em relacdo a SEQ ID NO: 2 e que possuem uma das modifica-
coes de sequéncia enumeradas especificas, como discutido (apresentado)
anteriormente.

Estas variagées de sequéncias de aminoacidos da invengao po-

dem ser caracterizadas por uma natureza predeterminada da variagao, uma
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caracteristica que as separa de uma forma que ocorre naturalmente, por e-
xemplo, uma variagao alélica ou interespécie de uma sequéncia de fitase.
Em um aspecto, as variagdes da invengédo exibem a mesma atividade biol6-
gica qualitativa que o analogo que ocorre naturalmente. Alternativamente, as
variacbes podem ser selecionadas por possuirem caracteristicas modifica-
das. Em um aspecto, embora o sitio ou a regido para a introdugéo de uma
variagao de sequéncia de aminoacidos seja predeterminada, a mutagao per
se nao precisa ser predeterminada. Por exemplo, com a finalidade de otimi-
zar o desempenho de uma mutagdo em um certo sitio, a mutagénese aleato-
ria pode ser realizada no cédon ou na regido-alvo e as variagdes de fitase
expressa verificadas em relagdo a combinacgdo 6tima de atividade desejada.
As técnicas para produzir mutacdes de substituicdo em sitios predetermina-
dos no DNA que possui uma sequéncia conhecida sdo bem conhecidas,
como discutido aqui, por exemplo, mutagénese com iniciador de M13 e mu-
tagénese por PCR. A classificagdo dos mutantes pode ser feita utilizando,
por exemplo, ensaios de catalise de fitato (myo-inositol-hexafosfato) em ino-
sitol e fosfato inorganico; ou, a hidrélise de fitato (myo-inositol-hexafosfato).
Em aspectos alternativos, as substituicbes de aminoacidos podem ocorrer
em residuos isolados; as inser¢des podem ocorrer na ordem de aproxima-
damente 1 até 20 aminoacidos, embora inser¢gdes consideravelmente maio-
res possam ser realizadas. As delegbes podem variar de aproximadamente
1 até aproximadamente 20, 30, 40, 50, 60, 70 residuos ou mais. Para a ob-
tencao de um derivado final como propriedades 6timas, podem ser utilizadas
substituicdes, delegdes, insergdes ou qualquer combinagao das mesmas.
Geralmente, estas alteragdes sdo feitas em algunas aminoacidos para mini-
mizar a alteracdo da molécula. Entretanto, alteragdes maiores podem ser
toleradas em certas circunstancias.

Os polipeptideos da invengéo podem ser obtidos através de pro-
cedimentos de enriquecimento bioquimico ou de purificagéo. A sequéncia de
polipeptideos potencialmente homologos ou de fragmentos pode ser deter-
minada através da digestéo proteolitica, da eletroforese em gel e/ou do mi-

crossequenciamento.
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Um outro aspecto da invengcao € um ensaio para a identificagao
de fragmentos ou de variagdes dos polipeptideos da invencdo. Os polipepti-
deos da invencao podem ser utilizados para catalisar reagdes bioquimicas
para indicar que o dito fragmento ou a dita variacdo mantém a atividade en-
zimatica dos polipeptideos da invencao.

Um exemplo de ensaio para determinar se os fragmentos de va-
riacbes mantém a atividade enzimatica dos polipeptideos da invengdao com-
preende as etapas de: contato do fragmento ou da variagcdo do polipeptideo
com uma molécula de substrato sob condigcdes que permitem que o frag-
mento ou a variagédo do polipeptideo funcione e detecgdo de um aumento no
nivel de substrato ou de um aumento no nivel do produto de reagéo especi-
fico da reacéao entre o polipeptideo e o substrato.

Os polipeptideos da invengao podem ser utilizados para catalisar
reagoes bioguimicas. De acordo com um aspecto da invengao, € fornecido
um processo para a utilizagdo de um polipeptideo da invengdo como uma
fitase.

A invencao fornece fitases ndo possuem ou possuem sequén-
cias sinais modificadas (também chamadas de peptideos sinais (SPs) ou
peptideos lideres) ou sequéncias sinais heterélogas. Os polipeptideos da
invengdo também podem n&o possuir ou possuir dominios pré-pré e/ou do-
minios cataliticos (CDs) modificados ou heterélgos. Os SPs, os dominios
pré-pré e/ou os CDs modificados ou heterélogos incorporados em um poli-
peptideo da invengéo podem fazer parte de uma proteina de fusao, por e-
xemplo, na forma de um dominio heterélogo em uma proteina quimérica ou
adicionados através de um agente de ligagdo quimica. Por exemplo, uma
enzima da invengao pode compreender um SP e/ou um pré-pré heterélogo
em um vetor, por exemplo, um vetor da série pPIC (Invitrogen, Carlsbad,
CA).

Adicionalmente, os polipeptideos da invengdo podem compre-
ender ainda sequéncias heterélogas, sequéncias de outras fitases ou de fon-
tes sem ser fitase ou sequéncias totalmente sintéticas. Assim, em um aspec-

to, um acido nucleico da invengéo compreende uma sequéncia codificadora
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para uma sequéncia sinal (SP), um dominio pré-pré e/ou um dominio catali-
tico endégeno, modificado ou heterélogo e uma sequéncia heterdloga (isto €,
uma sequéncia que nao-esta naturalmente associada a sequéncia sinal
(SP), ao dominio pré-pré e/ou ao dominio catalitico (CD) da invencgao). A
sequéncia heterbéloga pode estar na extremidade terminal 3', na extremidade
terminal 5' e/ou em ambas as extremidades do SP, do dominio pré-pr6 e/ou
da sequéncia codificadora do CD.

Os métodos para a identificacdo das sequéncias do dominio
"pré-pro" e das sequéncias sinais sdo bem conhecidos na técnica, ver, por
exemplo, Van de Ven (1993) Crit. Rev. Oncog. 4(2):115-136. Por exemplo,
para a identificacdo de uma sequéncia pré-pro, a proteina €& purificada par-
tindo do espaco extracelular e a sequéncia da proteina N-terminal &€ determi-
nada e comparada com a forma nao processada. Varios métodos de reco-
nhecimento de sequéncias sinais sdo conhecidos pelos versados na tecnica.
Por exemplo, em um aspecto, os peptideos sinais para uso com os polipep-
tideos da invencgao sao identificados através de um meétodo referido como
SignalP. O SignalP utiliza uma rede neural combinada que reconhece tanto
os peptideos sinais quanto seus sitios de clivagem; ver, por exemplo, Niel-
sen (1997) "ldentification of prokaryotic and eukaryotic signal peptides and
prediction of their cleavage sites "Protein Engineering 10:1-6.

A invencao fornece enzimas fitases em que a estrutura da base
do polipeptideo, a estrutura secundaria ou terciaria, por exemplo, uma estru-
tura em alfa-hélice ou em folha beta, foi modificada. Em um aspecto, a carga
ou a hidrofobicidade foi modificada. Em um aspecto, a massa da cadeia late-
ral foi modificada. Alteracées substanciais na fungéo e na identidade imuno-
l6gica sao feitas através da selegao de substituicées que sdo menos conser-
vativas. Por exemplo, podem ser feitas substituigbes que afetam mais signi-
ficativamente: a estrutura da base do polipeptideo na area da alteragao, por
exemplo, uma estrutura em alfa-hélice ou em folha beta; uma carga ou um
sitio hidrofébico da molécula, que pode estar em um sitio ativo; ou uma ca-
deia lateral. A invencao fornece substituices no polipeptideo da invencao

em que (a) um residuo hidrofilico, por exemplo, serila ou treonila, & substitu-
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ido com (ou por) um residuo hidrofébico, por exemplo, leucila, isoleucila, fe-
nilalanila, valila ou alanila; (b) uma cisteina ou uma prolina & substituida com
(ou por) qualquer outro residuo; (c) um residuo que possui uma cadeia late-
ral eletropositiva, por exemplo, lisila, arginila ou histidila, & substituido com
(ou por) um residuo eletronegativo, por exemplo, glutamila ou aspartila; ou
(d) um residuo que possui uma cadeia lateral volumosa, por exemplo, fenila-
lanina, é substituido com (ou por) um que nao possui uma cadeia lateral, por
exemplo, glicina. As variagbes podem exibir a mesma atividade biologica
qualitativa (isto &, atividade de enzima fitase) embora as variagbes possam
ser selecionadas para a modificacdo das caracteristicas da fitase quando
necessario.

Em um aspecto, as fitases da invencao compreendem epitopos
ou marcacdes para purificagdo, sequéncias sinais ou outras sequéncias de
fusdo etc. Em um aspecto, as fitases da invengdo podem ser fundidas a um
peptideo aleatério para formar um polipeptideo de fusdo. Por "fundido" ou
"ligado de forma operacional" aqui se endente que o peptideo aleatdrio e a
fitase estao ligados, de tal maneira a minimizar a interrupgédo na estabilidade
da atividade de fitase. O polipeptideo de fusdao (ou o polinucleotideo de fu-
sdo que codifica o polipeptideo de fusdo) pode compreender também com-
ponentes adicionais, incluindo varios peptideos em varias voltas.

Em um aspecto, as fitases da invengéao séo polipeptideos quimé-
ricos, por exemplo, que compreendem SPs heterélogos, médulos de ligagao
com carboidratos, dominios cataliticos da enzima fitase, ligantes e/ou domi-
nios cataliticos sem ser da fitase. A invencdo fornece um meio para gerar
polipeptideos quiméricos que podem codificar polipeptideos hibridos biologi-
camente ativos (por exemplo, enzimas fitases hibridas). Em um aspecto, os
polinucleotideos originais codificam polipeptideos biologicamente ativos. O
método da invengéo produz novos polipeptideos hibridos através da utiliza-
cao de processos celulares que integram a sequéncia dos polinucleotideos
originais de forma que o polinucleotideo hibrido resultante codifica um poli-
peptideo que demonstra atividades derivadas dos polipeptideos biologica-

mente ativos originais. Por exemplo, os polinucleotideos originais podem
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codificar uma enzima particular partindo de micro-organismos diferentes.
Uma enzima codificada por um primeiro polinucleotideo de um organismo ou
variagdo pode, por exemplo, funcionar eficientemente sob uma condicéo
ambiental particular, por exemplo, salinidade alta. Uma enzima codificada
por um segundo polinucleotideo de um organismo ou variacdo diferente po-
de funcionar eficientemente sob uma condigdo ambiental diferente, tal como
temperaturas extremamente altas. Um polinucleotideo hibrido que contém
sequéncias do primeiro e do segundo polinucleotideos originais pode codifi-
car uma enzima que exibe caracteristicas de ambas as enzimas codificadas
pelos polinucleotideos originais. Assim, a enzima codificada pelo polinucleo-
tideo hibrido pode funcionar eficientemente sob condicbes ambientais com-
partilhadas por cada uma das enzimas codificadas pelo primeiro e pelo se-
gundo polinucleotideos, por exemplo, salinidade alta e temperaturas extre-
mas.

Assim, um polipeptideo hibrido que resulta deste método da in-
vencao pode exibir atividade enzimatica especializada nao exibida nas en-
zimas originais. Por exemplo, ap6s a recombinag@o e/ou o reagrupamento
redutivo dos polinucleotideos que codificam as enzimas fitases, o polipepti-
deo hibrido resultante codificado por um polinucleotideo hibrido pode ser
verificado em relagdo as atividades enzimaticas especializadas, por exem-
plo, hidrolase, peptidase, fosforilase etc., atividades, obtidas de cada uma
das enzimas originais. Assim, por exemplo, o polipeptideo hibrido pode ser
verificado para determinar as funcionalidades quimicas que distinguem o
polipeptideo hibrido dos polipeptideos parentais originais, tal como a tempe-
ratura, o pH ou a concentragao de sal em que o polipeptideo hibrido funcio-
na.

Um polipeptideo hibrido resultante do método da invencao pode
exibir uma atividade enzimatica especializada nao exibida nas enzimas ori-
ginais. Por exemplo, apés a recombinacao e/ou o reagrupamento redutivo
dos polinucleotideos que codificam atividades de hidrolase, o polipeptideo
hibrido resultante codificado por um polinucleotideo hibrido pode ser verifi-

cado em relagao as atividades de hidrolase especializadas obtidas partindo
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de cada uma das enzimas originais, isto &, o tipo de ligagcdo sobre o qual a
hidrolase atua e a temperatura na qual a hidrolase funciona. Assim, por e-
xemplo, uma fitase pode ser verificada para determinar as funcionalidades
quimicas que distinguem uma fitase hibrida das fitases originais, tais como:
(a) amida (ligagbes peptidicas), isto &, proteases; (b) ligacdes éster, isto &,
esterases e lipases; (c) acetais, isto &, glicosidases e, por exemplo, a tempe-
ratura, o pH ou a concentragao de sal em que o polipeptideo hibrido funcio-
na.

Em um aspecto, a invengao refere-se a um método para a pro-
ducdo de um polipeptideo hibrido biologicamente ativo e para a classificagao
de tal polipeptideo em relagao a maior atividade através de:

(1) introducdo de pelo menos um primeiro polinucleotideo em
ligagcao operacional e um segundo polinucleotideo em ligagéo operacional,
os ditos pelo menos primeiro polinucieotideo e segundo polinucleotideo
compartilhado pelo menos uma regiao de homologia de sequéncia parcial,
em uma célula hospedeira adequada,;

(2) crescimento da célula hospedeira sob condigdes que promo-
vem a reorganizagéo da sequéncia resultando em um polinucleotideo hibrido
em ligacao operacional,

(3) expressao de um polipeptideo hibrido codificado pelo polinu-
cleotideo hibrido;

(4) classificagao do polipeptideo hibrido sob condigbes que pro-
movem a identificacdo de maior atividade bioldgica; e

(5) isolamento de um polinucleotideo que codifica o polipeptideo
hibrido.

Os métodos para a classificagdo em relagdo as varias atividades
enzimaticas sao conhecidos pelos versados na técnica e sao discutidos ao
longo de todo o presente relatério descritivo. Tais métodos podem ser em-
pregados quando os polipeptideos e os polinucleotideos da invengao sao
isolados.

Em um aspecto, a presente invengao fornece um método (e pro-

dutos do mesmo) de produgio de formulagdes liquidas aquosas estabiliza-
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das que possuem atividade de fitase que exibem maior resisténcia a inativa-
¢ao térmica da atividade enzimatica e que mantém sua atividade de fitase
durante periodos prolongados de armazenamento. As formulacées liquidas
sao estabilizadas através da adigdo de ureia e/ou um poliol tal como sorbitol
e glicerol como agente estabilizante. Sao também fornecidas preparacées
para produtos alimenticios para animais monogastricos e métodos para a
produgcdo das mesmas que resultam do uso de tais formulagdes liquidas a-
quosas estabilizadas. Detalhes adicionais em relagcao a esta abordagem es-
tdo na literatura publica e/ou sdo conhecidos pelo versado na técnica. Em
um exemplo nao-limitante particular, tal iiteratura disponivel ao publico inclui
a EP 0626010 (W0 9316175 A1) (Barendse e outros), embora as referéncias
na literatura disponivel ao publico ndo ensinem as moléculas inventivas do
presente pedido de patente.

Anticorpos e métodos de classificacdo baseados em anticorpo

A invencdo proporciona anticorpos isolados, sintéticos ou re-
combinantes que se ligam especificamente a uma fitase da invencao. Esses
anticorpos podem ser usados para isolar, identificar ou quantificar as fitases
da invengao ou polipeptideos relacionados. Esses anticorpos podem ser u-
sados para inibir a atividade de uma enzima da invengao. Esses anticorpos
podem ser usados para isolar polipeptideos relacionados aqueles da inven-
¢ao, por exemplo, enzimas fitase relacionadas.

Os anticorpos da invengado podem compreender um peptideo ou
polipeptideo derivado de, modelado apés ou substanciaimente codificado
por um gene de imunoglobulina ou genes de imunoglobulina ou fragmentos
dos mesmos capazes de se ligar especificamente a um antigeno ou epitopo,
veja, por exemplo, Fundamental Immunology, Terceira Edicdo, W.E. Paul,
ed., Raven Press, N.Y. (1993); Wilson (1994) J. Immunol. Methods 175: 267-
273; Yarmush (1992) J. Biochem. Biophys. Methods 25: 85-97. O termo anti-
corpo inclui porgdes de ligagao a antigeno, isto &, "sitios de ligagao a antige-
no" (por exemplo, fragmentos, subsequéncias, regides de determinagao de
complementaridade (CDRs)) que retém a capacidade de se ligar a um anti-

geno, incluindo (i) um fragmento Fab, um fragmento monovalente consistin-
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do nos dominios VL, VH, CL e CH1; (ii) um fragmento F(ab')2, um fragmento
bivalente compreendendo dois fragmentos Fab ligados através de uma liga-
¢ao de dissulfeto na regido de dobradiga; (iii) um fragmento Fd consistindo
nos dominios VH e CH1; (iv) um fragmento Fv consistindo nos dominios VL
e VH de um unico brago de um anticorpo; (v) um fragmento dAb (Ward e
outros (1989) Nature 341: 544-546), o qual consiste em um dominio VH; e
(vi) uma regido de determinagdo de complementaridade (CDR) isolada. Anti-
corpos com uma unica cadeia também sao incluidos por referéncia ao termo
"anticorpo”.

Os anticorpos podem ser usados em imunoprecipitagao, colora-
¢ao (por exemplo, FACS), colunas de imunoafinidade e semelhantes. Se
desejado, sequéncias de acido nucleico que codificam antigenos especificos
podem ser geradas através de imunizagao, seguido por isolamento do poli-
peptideo ou acido nucleico, amplificagdo ou clonagem e imobilizagdo do po-
lipeptideo sobre um arranjo da invencgao. Alternativamente, os métodos da
invengao podem ser usados para modificar a estrutura de um anticorpo pro-
duzido por uma célula a ser modificada, por exemplo, a afinidade de um an-
ticorpo pode ser aumentada ou diminuida. Além disso, a capacidade de fa-
zer ou modificar anticorpos pode ser um fenotipo manipulado em uma célula
através dos métodos da invencgao.

Métodos de imunizagcao, producdo e isolamento de anticorpos
(policlonais e monoclonais) sao conhecidos por aqueles versados na técnica
e descritos na literatura cientifica e de patente, veja, por exemplo, Coligan,
CURRENT PROTOCOLS IN IMMUNOLOGY, Wiley/Greene, NY (1991); Sti-
tes (eds.) BASIC AND CLINICAL IMMUNOLOGY (72 ed.) Lange Medical
Publications, Los Altos, CA ("Stites"); Goding, MONOCLONAL ANTIBODIES:
PRINCIPLES AND PRACTICE (22 ed.) Academic Press, New York, NY
(1986); Kohler (1975) Nature 256: 495, Harlow (1988) ANTIBODIES, A LA-
BORATORY MANUAL, Cold Spring Harbor Publications, New York. Anticor-
pos também podem ser gerados in vitro, por exemplo, usando bibliotecas de
visualizacao de fago expressando um sitio de ligacdo de anticorpo recombi-

nante, além dos métodos tradicionais in vivo usando cobaias. Veja, por ex-
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emplo, Hoogenboom (1997) Trends Biotechnol. 15: 62-70; Katz (1997) Annu.
Rev. Biophys. Biomol. Struct. 26: 27-45.

Os polipeptideos podem ser usados para gerar anticorpos os
quais se ligam especificamente aos polipeptideos da invencédo. Os anticor-
pos resultantes podem ser usados em procedimentos de cromatografia por
imunoafinidade para isolar ou purificar o polipeptideo ou determinar se o po-
lipeptideo esta presente em uma amostra bioldgica. Em tais procedimentos,
uma preparacéao de proteina, tal como um extrato ou uma amostra biologica
é contatada a um anticorpo capaz de se ligar especificamente a um dos poli-
peptideos da invencao.

Em procedimentos de imunoafinidade, o anticorpo € preso a um
suporte sélido, tal como um glébulo ou outra matriz de coluna. A preparacéo
de proteina é colocada em contato com o anticorpo sob condigdes nas quais
o anticorpo se liga especificamente a um dos polipeptideos da invengao. A-
pos uma lavagem para remover as proteinas nao especificamente ligadas,
os polipeptideos especificamente ligados séo eluidos. ‘

A capacidade das proteinas em uma amostra biolégica de se
ligar ao anticorpo pode ser determinada usando qualquer um de uma varie-
dade de procedimentos familiares para aqueles versados na técnica. Por
exemplo, a ligacdo pode ser determinada através de rotulacdo do anticorpo
com um rétulo detectavel, tal como um rétulo fluorescente, um rétulo enzima-
tico ou um radiois6topo. Alternativamente, a ligagdo do anticorpo a amostra
pode ser detectada usando um anticorpo secundario tendo tal rotulo detec-
tavel sobre o mesmo. Ensaios particulares incluem ensaios ELISA, ensaios
em sanduiche, radioimunoensaios e Western blots.

Anticorpos policlonais gerados contra os polipeptideos da inven-
cao podem ser obtidos através de injegao direta dos polipeptideos em um
animal ou através de administragéo dos polipeptideos a um animal, por e-
xemplo, um ndo-humano. O anticorpo assim obtido, entéo, se ligara ao poli-
peptideo em si. Dessa maneira, mesmo uma sequéncia que codifica apenas
um fragmento do polipeptideo pode ser usada para gerar anticorpos os quais

podem se ligar ao polipeptideo nativo todo. Tais anticorpos podem, entao,
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ser usados para isolar o polipeptideo de células expressando esse polipepti-
deos.

Para a preparagédo de anticorpos monoclonais, qualquer técnica
a qual proporciona anticorpos produzidos através de culturas de linhagem de
célula continuas pode ser usada. Exemplos incluem a técnica de hibridoma,
a técnica de trioma, a técnica de hibridoma de células B humanas e a técni-
ca de EBV-hibridoma (veja, por exemplo, Cole (1985) em Monoclonal Anti-
bodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, Inc., paginas 77-96).

Técnicas descritas para a produgao de anticorpos com uma uni-
ca cadeia (veja, por exemplo, Patente U.S. No. 4.946.778) podem ser adap-
tadas para produzir anticorpos com uma Unica cadeia aos polipeptideos da
invencao. Alternativamente, camundongos transgénicos podem ser usados
para expressar anticorpos humanizados a esses polipeptideos ou fragmen-
tos dos mesmos.

Anticorpos gerados contra os polipeptideos da invengcdo podem
ser usados em selecdo de polipeptideos similares de outros organismos e
amostras. Em tais técnicas, polipeptideos do organismo sao cohtatados com
o anticorpo e aqueles polipeptideos os quais se ligam especificamente ao
anticorpo sao detectados. Qualquer um dos procedimentos descritos acima
pode ser usado para detectar a ligagao do anticorpo.

Kits

A invenc¢ao proporciona kits compreendendo as composigdes,
por exemplo, acidos nucleicos, cassetes de expressao, vetores, células, po-
lipeptideos (por exemplo, fitases) e/ou anticorpos da inveng¢éo. Os kits tam-
bém podem conter material instrucional ensinando as metodologias e usos
industriais da invengéo, conforme descrito aqui.

Os polipeptideos da invengdao podem também ser usados para
gerar anticorpos os quais se ligam especificamente aos polipeptideos ou
fragmentos enzimaticos. Os anticorpos resultantes podem ser usados em
procedimentos de cromatografia por imunoafinidade para isolar ou purificar o
polipeptideo ou determinar se o polipeptideo esta presente em uma amostra

biolégica. Em tais procedimentos, uma preparagao de proteina, tal como um
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extrato, ou uma amostra biolégica é contatada com um anticorpo capaz de
se ligar especificamente a um dos polipeptideos de SEQ ID NO: 2, sequén-
cias substancialmente idénticas aos mesmos ou fragmentos das sequéncias
precedentes.

Em procedimentos de imunoafinidade, o anticorpo é preso a um
suporte sdélido, tal como uma conta ou outra matriz de coluna. A preparacao
de proteina & colocada em contato com o anticorpo sob condi¢gdes nas quais
o anticorpo se liga especificamente a um dos polipeptideos de SEQ ID NO:
2, sequéncias substancialmente idénticas aos mesmos ou fragmentos dos
mesmos. Apds uma lavagem para remover proteinas nao especificamente
ligadas, os polipeptideos especificamente ligados sao eluidos.

As sequéncias de polinucleotideo isoladas, sequéncias polipep-
tidicas, variantes e mutantes das mesmas podem ser medidas com relagao
a retengao de uma atividade biolégica caracteristica da enzima da presente
invengao, por exemplo, em um ensaio para detecgcao de atividade de fitase
enzimatica (Food Chemicals Codex, 42 Ed.). Tais enzimas incluem formas
truncadas de fitase e variantes, tais como variantes com delec¢ao e insergao
da sequéncia polipeptidica conforme apresentado em SEQ ID NO: 2. Essas
fitases tém termotolerancia. Isto &, a fitase tem uma atividade especifica re-
sidual de cerca de 90% apés tratamento a 70 oC durante 30 minutos e cerca
de 50% apos tratamento a 75 oC durante 30 minutos. A termotolerancia das
fitases da invengdo & vantajosa ao usar a enzima como um aditivo alimenti-
cio, uma vez que o alimento pode ser moldado, granulado ou pelotizado em
uma alta temperatura.

Por exemplo, em um aspecto, a invengdo proporciona uma ma-
triz de distribuicdo de enzima pelotizada comestivel e método de uso para
distribuicdo de fitase a um animal, por exemplo, como um suplemento nutri-
cional. A matriz de distribuicdo de enzima libera prontamente uma enzima
fitase, tal como uma tendo a sequéncia de aminoacido de SEQ ID NO: 2 ou
pelo menos 30 aminoacidos continuos da mesma, em meios aquosos tais
como, por exemplo, o fluido digestivo de um animal. A matriz de distribuigao

de enzima da invencgéo é preparada a partir de um veiculo comestivel granu-
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lado selecionado de componentes tais como germe de grao que & consumi-
do de 6leo, feno, alfafa, erva-dos-prados, casca de soja, farelo de semente
de girassol, farelo de trigo e similares, que dispersam prontamente a enzima
recombinante contida nos mesmos em meios aquosos. Em uso, a matriz de
distribuicao de enzima pelotizada comestivel & administrada a um animal
para distribuicao de fitase ao animal. Substratos baseados em grao adequa-
dos podem compreender ou ser derivados de qualquer grédo comestivel ade-
quado, tais como trigo, milho, soja, sorgo, alfafa, cevada e semelhantes. Um
substrato baseado em grao exemplificativo € um substrato baseado em mi-
Iho. O substrato pode ser derivado de qualquer parte adequada do grao, por
exemplo, um germe de grao, aprovado para uso na alimentacéo de animais,
tal como germe de milho, que é obtido em um processo de moagem a umido
ou a seco. O germe de grao pode compreender germe consumido, o qual é
germe de grao do qual o 6leo foi expelido, tal como através de compresséao
ou extracdo com hexano ou outro solvente. Alternativamente, o germe de
grao é extraido no extrator, isto &, o 6leo foi removido através de compres-
sao.

A matriz de distribuicdo de enzima da invencéo esta na forma de
particulas, péletes ou granulos plurais distintos. Por "granulos" entende-se
particulas que sao comprimidas ou compactadas, tal como através de peloti-
zacado, extrusdo ou compactacgédo similar para remover agua da matriz. Tal
compresséo ou compactagao das particulas também promove a coeséo in-
traparticula das particulas. Por exemplo, os granulos podem ser preparados
através de pelotizagao do substrato baseado em grdo em um moinho de pé-
lete. Os péletes preparados desse modo séao triturados ou esfarelados para
granular um tamanho adequado para uso como adjuvante na alimentacao de
um animal. Uma vez que a matriz &€, em si, aprovada para uso em alimenta-
cao de animal, ela pode ser usada como um diluente para a distribuicao de
enzimas em alimentagao de animal.

A matriz de distribuicdo de enzima pode estar na forma de gra-
nulos tendo um tamanho de granulo oscilando de cerca de 4 a cerca de 400

mesh (USS); ou cerca de 8 a cerca de 80 mesh; ou cerca de 14 a cerca de
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20 mesh. Se o germe de grao é consumido via extragdo de solvente, uso de
um agente de lubricidade, tal como 6leo de milho, pode ser necessario no
pelotizador, mas tal agente de lubricidade comumente n&o é necessario se o
germe é extraido em um extrator. Em outros aspectos da invengdo, a matriz
€& preparada através de outros processos de compactagcao ou compressao
tais como, por exemplo, por meio de extrusdo do substrato baseado em gréao
através de uma matriz e trituragdo do extrudado em um tamanho de granulo
adequado.

A matriz de distribuicdo de enzima pode ainda incluir um compo-
nente de polissacarideo como um agente de coesividade para intensificar a
coesividade dos granulos da matriz. Acredita-se que o agente de coesivida-
de proporcione grupos hidroxila adicionais, os quais intensificam a ligagao
entre as proteinas no grdo dentro do granulo da matriz. Acredita-se ainda
que os grupos hidroxila adicionais assim funcionam através de intensificagao
da ligacao de hidrogénio das proteinas ao amido e outras proteinas. O agen-
te de coesividade pode estar presente em qualquer quantidade adequada
para intensificar a coesividade dos granulos da matriz de distribuicao de en-
zima. Agentes de coesividade adequados incluem um ou mais de dextrinas,
maltodextrinas, amidos, tal como amido de milho, farinhas, ceiulésicos, he-
miceluldésicos e similares. Por exemplo, o percentual de germe de gréao e
agente de coesividade na matriz (ndo incluindo a enzima) é de 78% de farelo
de germe de milho e 20% em peso de amido de miiho.

Em virtude do fato de a matriz de liberagdo de enzima da inven-
cao ser feita de materiais biodegradaveis, a matriz pode estar sujeita a dete-
rioracao, tal como através de formacédo de mofo. Para impedir ou inibir tal
formacao de mofo, a matriz pode incluir um inibidor de mofo, tal como um sal
de propionato, o qual pode estar presente em qualquer quantidade suficiente
para inibir a formagdo de mofo da matriz de liberagdo de enzima, assim,
proporcionando uma matriz de distribuicdo em uma formulacao estavel que
nao requer refrigeracao.

A enzima fitase contida na matriz e métodos de distribuicdo de

enzima da invencgao &, em um aspecto, uma fitase termotolerante, conforme
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descrito aqui, de modo a resistir a inativagéo da fitase durante fabricacao,
onde temperaturas elevadas e/ou vapor podem ser empregados para prepa-
rar a matriz de distribuicdo de enzima pelotizada. Durante digestao do ali-
mento contendo a matriz de distribuicdo de enzima da invencéo, fluidos di-
gestivos aquosos causarao a liberagdo da enzima ativa. Outros tipos de en-
zimas termotolerantes e suplementos nutricionais que sado termotolerantes
podem também ser incorporados na matriz de distribuicdo para liberacdo
sob qualquer tipo de condicdes aquosas.

Um revestimento pode ser aplicado as particulas da matriz de
enzima da invengao para muitas finalidades diferentes, tal como adicionar
um aroma ou suplemento nutricional ao alimento do animal, retardar a libe-
racao de suplementos e enzimas no alimento para animal em condictes
gastricas e semelhantes. Ou o revestimento pode ser aplicado para obter um
objetivo funcional, por exemplo, sempre que é desejavel diminuir a liberacao
da enzima das particulas da matriz ou controlar as condi¢gées sob as quais a
enzima sera liberada. A composicao do material de revestimento pode ser tal
que ela é seletivamente decomposta por um agente ao qual ela é suscetivel
(tal como calor, acido ou base, enzimas ou outros produtos quimicos). Alter-
nativamente, dois ou mais revestimentos suscetiveis a diferentes agentes de
decomposigao podem ser consecutivamente aplicados as particulas da ma-
triz.

A invengéao é também dirigida a um processo para o preparo de
uma matriz de liberagdo de enzima. De acordo com a invengao, 0 processo
compreende fornecimento de particulas plurais distintas de um substrato
baseado em grdao em um tamanho de particula adequado para uso como
uma matriz de liberacdo de enzima, em que as particulas compreendem
uma enzima fitase da invencdo. O processo pode incluir compactagcao ou
compressao das particulas de matriz de liberagado de enzima em granulos, o
que pode ser realizado através de pelotizagdo. O inibidor de mofo e agente
de coesividade, quando usados, podem ser adicionados em qualquer mo-
mento adequado e podem ser misturados com o substrato baseado em grao

nas proporgdes desejadas antes de pelotizacdo do substrato baseado em
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grao. O teor de umidade no alimento no moinho de pélete pode estar nas
faixas apresentadas acima com relagao ao teor de umidade no produto aca-
bado ou cerca de 14% a 15% ou cerca de 10% a 20%. A umidade pode ser
adicionada ao estoque de alimentac¢ido na forma de uma preparagao aquosa
da enzima para levar o estoque de alimentagédo a esse teor de umidade. A
temperatura no moinho de pélete pode ser levada para cerca de 82 oC com
vapor. O moinho de pélete pode ser operado sob quaisquer condigdes que
conferem forga suficiente ao estoque de alimentagdo para proporcionar péle-
tes. O processo de peletizagdo em si € um processo de custo eficaz para
remocgao de agua da composigao contendo enzima.

Em um aspecto, o0 moinho de pélete é operado com uma matriz
de 0,3175 cm por 5,08 cm (1/8 polegada por 2 polegadas) em uma pressao
de 45,36 kg/min (100 libras/min) a 82°C para proporcionar péletes os quais
sdo, entdo, esfareladas em um esfarelador de moinho de pélete para pro-
porcionar particulas plurais distintas tendo um tamanho de particula capaz
de passar através de uma peneira de 8 mesh, mas sendo retidas em uma
peneira de 20 mesh.

As fitases termotolerantes descritas aqui podem ter temperatu-
ras altas 6timas e podem ter alta resisténcia ao calor ou tolerancia ao calor.
Assim, as fitases da invencao podem realizar reacdes enzimaticas em tem-
peraturas normalmente consideradas acima do étimo. As fitases da invengao
também podem realizar reagdes enzimaticas apos serem expostas a altas
temperaturas (termotolerancia sendo a capacidade de reter atividade enzi-
matica em temperaturas onde a fitase do tipo selvagem é ativa apos ser pre-
viamente exposta a altas temperaturas, mesmo se a alta temperatura pode
inativar ou diminuir a atividade da enzima, veja também definigdo de termo-
tolerancia, acima). O gene que codifica a fitase de acordo com a presente
invencao pode ser usado na preparagao de fitases (por exemplo, usando
GSSM conforme descrito aqui) tendo caracteristicas diferentes daquelas da
fitase de SEQ ID NO: 2 (em termos de pH étimo, temperatura otima, resis-
téncia ao calor, estabilidade a solventes, atividade especifica, afinidade por

substrato, capacidade de secregéo, taxa de traducgéo, controle de transcricao
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e similares). Além disso, os polinucleotideos da invengcao podem ser empre-
gados para selecdo de fitases variantes preparadas através dos métodos
descritos aqui para determinar aquelas tendo uma atividade desejada, tal
como termoestabilidade ou termotolerancia aperfeicoada ou modificada. Por
exemplo, a Patente U.S. No. 5.830.732 descreve um ensaio de selecao para
determinacao da termotolerancia de uma fitase.

Um exemplo in vitro de tal ensaio de selecdo € o seguinte ensaio
para a deteccao de atividade de fitase: a atividade de fitase pode ser medida
atraveés de incubacao de 150 pl da preparagao de enzima com 600 pul de fita-
to de sédio a 2 mM em tampéo de Tris HCl a 100 mM, pH de 7,5, suplemen-
tado com CaCl2 a 1 mM durante 30 minutos a 37 oC. Apés incubacao, a re-
acao € cessada através da adicao de 750 ul de acido tricloroacético a 5%. O
fosfato liberado foi medido contra um padréo de fosfato preparado espectro-
fotometricamente a 700 nm apés adicdo de 1500 pl do reagente colorido (4
voiumes de molibdato de amébénio a 1,5% em acido sulfurico a 5,5% e 1 vo-
lume de 2,7% de sulfato ferroso; Shimizu, 1992). Uma unidade de atividade
enzimatica & definida como a quantidade de enzima requerida para liberar
um pumol de Pi por min sob as condi¢cdes do ensaio. A atividade especifica
pode ser expressa em unidades de atividade enzimatica por mg de proteina.
A enzima da presente invengido tem atividade enzimatica com relagédo a
hidrolise de fitato em inositol e fosfato livre.

Em um aspecto, a presente invengao proporciona um método de
hidrolise de fitato compreendido de contato do fitato com uma ou mais das
novas moléculas de fitase divulgadas aqui (por exemplo, proteinas tendo as
modificacdes especificas de SEQ ID NO: 2). Consequentemente, a invencao
proporciona um método para catalisar a hidrélise de fitato em inositol e
fosfato livre, com liberacdo de minerais do complexo de &cido fitico. O
método inclui contato do substrato de fitato com uma quantidade eficaz para
degradagido de uma enzima da invengdo. O termo quantidade "eficaz para
degradacao" se refere a quantidade de enzima a qual é requerida para
degradar pelo menos 50% do fitato, quando comparado com o fitato nao

contatado com a enzima. 80% do fitato podem ser degradados.
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Em outro aspecto, a invengédo proporciona um método para
hidrolise de ligagcbes de fosfo-monoéster no fitato. O método inclui
administragao de uma quantidade eficaz de moléculas de fitase da invengéo
para proporcionar inositol e fosfato livre. Em um aspecto, uma quantidade
"eficaz" se refere a4 quantidade de enzima a qual é requerida para hidrolisar
pelo menos 50% das ligagdes de fosfo-monoéster, quando comparado com
o fitato ndo contatado com a enzima. Em um aspecto, pelo menos 80% das
ligacdes sao hidrolisadas.

Em um aspecto particular, quando desejado, as moléculas de
fitase podem ser usadas em combinagcdo com outros reagentes, tais como
outros catalisadores; de forma a realizar alteragées quimicas (por exemplo,
hidrélise) nas moléculas de fitato e/ou em outras moléculas da(s) fonte(s) de
substrato. De acordo com esse aspecto, as moléculas de fitase e o(s)
reagente(s) adicional(is) ndo inibirdao uns aos outros. As moléculas de fitase
e o(s) reagente(s) adicional(is) podem ter um efeito aditivo global ou,
alternativamente, moléculas de fitase e o(s) reagente(s) adicional(is) podem
ter um efeito sinergistico global.

Fontes relevantes das moléculas de fitato de substrato incluem
géneros alimenticios, géneros alimenticios potenciais, subprodutos de
géneros alimenticios (subprodutos in vitro e subprodutos in vivo, por
exemplo, os produtos de reagdo ex vivo e produtos de excrementos
animais), precursores de géneros alimenticios e qualquer outra fonte de
material de fitato.

Em um aspecto nao-limitativo, a fitase recombinante pode ser
consumida por organismos e reter atividade quando de consumo. Em outra
exemplificacdo, abordagens transgénicas podem ser usadas para obter
expressao da fitase recombinante - por exemplo, de um modo controlado
(métodos estdao disponiveis para controle de expressao de moléculas
transgénicas de maneira tempo-especifica e tecido-especifica).

Em um aspecto, a atividade de tiase no material fonte (por
exemplo, uma fonte de planta transgénica ou hospedeiro procariota

recombinante) pode ser aumentada quando de consumo; esse aumento na
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atividade pode ocorrer, por exemplo, quando de conversido de uma molécula
de fitase precursora em uma pré-forma até uma enzima significativamente
mais ativa em uma forma mais madura, onde a referida conversao pode
resultar, por exemplo, da ingestao e digestao da fonte de fitase. Hidrélise do
substrato de fitato pode ocorrer em qualguer momento quando de contato da
fitase com o fitato; por exemplo, isso pode ocorrer antes de ingestao ou apoés
ingestido ou antes e apods ingestao do substrato ou da enzima ou ambos.
Adicionalmente, € apreciado que o substrato de fitato pode ser contatado
com - além da fitase - um ou mais reagentes adicionais, tal como outra
enzima, a qual pode também ser aplicada diretamente ou apds purificagao
de seu material fonte.

E apreciado que o(s) material(is) fonte de fitase pode(m) ser
contatado(s) diretamente com o(s) materiai(is) fonte de fitato; por exemplo,
quando de trituragdo ou mastigacao in vitro ou in vivo de qualquer um ou
ambos da(s) fonte(s) de fitase e de material(is) fonte ou a enzima fitase e o
substrato fitato podem ser purificados do(s) material(is) fonte antes de
contato da enzima fitase com o substrato fitato. E apreciado que uma
combinacgao de reagentes purificados e nao-purificados - incluindo enzima(s)
ou substrato(s) ou ambos - pode ser usada.

E apreciado que mais de um material fonte pode ser usado
como uma fonte de atividade de fitase. Isso € util como uma forma de obter
uma liberacdo sincronizada de reagente(s) de material(is) fonte, onde a
liberacdo de diferentes reagentes de seus materiais fonte ocorre
diferencialmente, por exemplo, a medida que os materiais fonte ingeridos
sdo digeridos in vivo ou a medida que os materiais fonte sdo processados
em aplicacdes in vitro. O uso de mais de um material fonte de atividade de
fitase & também util para obter atividades de fitase sob uma faixa de
condicdes e flutuagdes das mesmas, que podem ser encontradas - tal como
uma faixa de valores de pH, temperaturas, salinidades e intervalos de tempo
- por exemplo, durante diferentes etapas de processamento de uma
aplicacao. O uso de diferentes materiais fonte também ¢é util de forma a obter

diferentes reagentes, conforme exemplificado por uma ou mais formas ou
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isdomeros de fitase e/ou fitato e/ou outros materiais.

E apreciado que um unico material fonte, tal como uma espécie
de planta transgénica (ou partes de planta da mesma) pode ser um material
fonte de fitase e fitato, e que enzimas e substratos podem ser
diferencialmente compartimentalizados dentro da referida Gnica fonte - por
exemplo, secretados vs. nao-secretados, diferenciaimente expressos e/ou
tendo diferentes abundancias em diferentes partes ou 6rgaos ou tecidos da
planta ou em compartimentos subcelulares dentro da mesma parte ou érgéo
ou tecido de planta. Purificagdo das moléculas de fitase contidas nos
mesmos pode compreender isolamento e/ou processamento adicional de
uma ou mais partes ou 6rgéos ou tecidos ou compartimentos subcelulares
de planta desejaveis.

Em um aspecto, a presente invengao proporciona um método de
catalise de reagdes in vivo elou in vitro usando sementes contendo
quantidades intensificadas de enzimas. O método compreende adigao de
sementes transgénicas, que nio sao do tipo selvagem, por exemplo, em
uma forma triturada, a uma mistura de reagao e deixar as enzimas nas
sementes aumentar a taxa de reacgdo. Através de adicdo direta das
sementes a mistura de reacdo, o método proporciona uma solugao ao
processo mais caro e trabalhoso de extracdo e purificagdo da enzima.
Métodos de tratamento sdo também proporcionados pelos quais, a um
organismo carecendo de um suprimento suficiente de uma enzima, €
administrada a enzima na forma de uma ou mais espécies de planta, por
exemplo, espécies de planta transgénica, contendo quantidades
intensificadas da enzima. Detalhes adicionais com relagdo a essa
abordagem estdo na literatura publica efou s&o conhecidos por aqueles
versados na técnica. Em uma exemplificagdo nao-limitativa particular, tal
literatura publicamente disponivel inclui a Patente U.S. No. 5.543.576 (Van
Ooijen e outros) e Patente U.S. No. 5.714.474 (Van Ooijen e outros), embora
essas referéncias nao ensinem as moléculas da invengao do presente pedi-
do e, antes, ensinem o uso de fitases fungicas.

Em um aspecto, as presentes moléculas de fitase sao uteis para
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a geragéo de formas de vida recombinantes do sistema digestivo (ou microé-
bios ou flora) e para a administracao das referidas formas de vida recombi-
nantes do sistema digestivo a animais. A administragdo pode ser opcional-
mente realizada sozinha ou em combinagao com outras enzimas e/ou com
outras formas de vida que podem proporcionar atividade enzimatica em um
sistema digestivo, onde as referidas outras enzimas e referidas formas de
vida podem ser recombinantes ou de outro modo. Por exemplo, a adminis-
tracao pode ser realizada em combinagdo com bactérias xilanoliticas.

Em um aspecto, a presente invengao proporciona um método
para maceracdo de sementes de milho ou sorgo em agua morna contendo
dioxido de enxofre na presenca de um preparado enzimatico compreenden-
do uma ou mais enzimas de degradacao de fitina, por exempio, em uma
quantidade tal que a fitina presente no milho ou sorgo é substancialmente
degradada. A preparacgao enzimatica pode compreender fitase e/ou fosfata-
se acida e opcionalmente outras enzimas de degradagdo de material vege-
tal. O tempo de maceracao pode ser de 12 a 18 horas. A maceragao pode
ser interrompida por uma etapa de moagem intermediaria, reduzindo o tem-
po de maceragdo. Em um aspecto, sementes de milho ou sorgo sao mace-
radas em agua morna contendo didxido de enxofre na presenga de um pre-
parado enzimatico incluindo uma ou mais enzimas de degradagéo de fitina,
tais como fitase e fosfatases acidas, para eliminar ou reduzir grandemente o
acido fitico e os sais de acido fitico. Detalhes adicionais com relagéo a essa
abordagem estao na literatura publica e/ou s&o conhecidos por aqueles ver-
sados, por exemplo, Patente U.S. No. 4.914.029, (Caransa e outros) e EP
0321004 (Vaara e outros).

Em um aspecto, a presente invengdo proporciona um método
para obter uma massa de pao tendo propriedades fisicas desejaveis, tais
como nao-aderéncia e elasticidade e um produto de pao de qualidade supe-
rior, tal como um volume especifico, compreendendo adicao de moléculas
de fitase a massa do pao. Em um aspecto, as moléculas de fitase da presen-
te invengao sao adicionadas a uma preparagao de massa de p&o de trabalho

que & subsequentemente transformada e assada. Detalhes adicionais com




10

15

20

25

30

202

relagcdo a essa abordagem estdo na literatura publica e/ou sdo conhecidos
por aqueles versados, por exemplo, JP 03076529 (Hara e outros).

Em um aspecto, a presente invengdo proporciona um método
para produzir géneros alimenticios de soja aperfeicoados. Sojas sdo combi-
nadas com moléculas de fitase da presente invengdo para remover o acido
fitico das sojas, assim, produzindo géneros alimenticios de soja que sédo a-
perfeicoados com relagédo a seu suprimento de nutrientes vestigiais essenci-
ais para consumo por organismos e quanto a sua digestibilidade de protei-
nas. Em um aspecto, na producgéo de leite de soja, as moléculas de fitase da
presente invengdo séo adicionadas a ou mantidas em contato com sojas de
forma a reduzir o teor de acido fitico. Em uma exemplificagdo nao-limitativa,
o processo de aplicacao pode ser acelerado através de agitacdo do leite de
soja junto com a enzima sob aquecimento ou conduzindo uma reacido do
tipo mistura em um recipiente de agitagido usando uma enzima imobilizada.
Detalhes adicionais com relagao a essa abordagem estao na literatura pubili-
ca e/ou sao conhecidos por aqueles versados, por exemplo, JP 59166049
(Kamikubo e outros).

Em um aspecto, a presente invencgao proporciona um método de
producéo de um produto misturado para agua potavel ou alimento para ani-
mal na forma fluida e o qual compreende uso de misturas de minerais e mis-
turas de vitaminas e também novas moléculas de fitase da presente inven-
¢ao. Em um aspecto, é obtida uma mistura corretamente dosada e composta
de nutrientes necessarios para o consumo por um organismo sem qualquer
risco de precipitagdo e destruicdo de minerais/vitaminas importantes, ao
mesmo tempo em que utilizagdo 6tima é feita do fosfato ligado a fitina no
alimento. Detalhes adicionais com relagdo a essa abordagem est&o na litera-
tura publica e/ou sado conhecidos por aqueles versados, por exemplo,
EP 0772978 (Bendixen e outros).

E apreciado que as moléculas de fitase da presente invengéo
também podem ser usadas para produzir outros géneros alimenticios bebi-
veis nao-alcoolicos (ou bebidas) baseado no uso de mofos e/ou graos e/ou

em outras plantas. Esses géneros alimenticios bebiveis incluem licores, vi-
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nhos, bebidas alcodlicas misturadas (por exemplo, coolers de vinho, outros
cafés alcodlicos, tais como cafés Irlandeses, etc.), cervejas, quase-cervejas,
sucos, extratos, homogenatos e purés. Em um aspecto, as moléculas de
fitase presentemente divulgadas sdo usadas para gerar versdes transgéni-
cas dos mofos e/ou graos e/ou outros ingredientes adicionais no processo
de fabricacao e/ou no teor final de tais géneros alimenticios bebiveis. Deta-
lhes adicionais com relacdo a essa abordagem estdo na literatura publica
e/ou sao conhecidos por aqueles versados.

Em um aspecto, a presente invengdo proporciona um meio para
obter saqué refinado tendo uma quantidade reduzida de fitina € um teor au-
mentado de inositol. Tal saqué pode ter - através de efeitos psicogénicos
e/ou diretos - uma acéo preventiva sobre doenga hepatica, arteriosclerose e
outras doencas. Em um aspecto, um saqué é produzido a partir de arroz Koji
multiplicando um mofo de arroz Koji tendo alta atividade de fitase como uma
matéria prima. E apreciado que as moléculas de fitase da presente invengao
podem ser usadas para produzir um modo Util com atividade intensificada
(por exemplo, um mofo transgénico) e/ou adicionadas exogenamente para
aumentar os efeitos de um modo Koji. A cepa € adicionada ao arroz em ebu-
licdo e Koji & produzido através de um procedimento convencional. Em uma
exemplificacdo, o Koji preparado é usado, o arroz integral & preparado em
dois estagios e saqué é produzido em uma temperatura constante para sa-
qué de 15 oC para proporcionar o saqué refinado alvo tendo uma quantidade
reduzida de fitina e uma quantidade aumentada de inositol. Detalhes adicio-
nais com relacao a essa abordagem estao na literatura publica e/ou sao co-
nhecidos por aqueles versados, por exemplo, JP 06153896 (Soga e outros)
e JP 06070749 (Soga e outros).

Em um aspecto, a presente invengao proporciona um meétodo
para obter um absorvefaciente capaz de promover a absor¢ao de minerais,
incluindo calcio ingerido, sem ser digerido pelos sucos gastricos ou sucos
intestinais em um baixo custo. Em um aspecto, o absorvefaciente mineral
contém um hidrolisato parcial de acido fitico como um ingrediente ativo. Um

hidrolisato parcial do acido fitico pode ser produzido através de hidrélise do
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acido fitico ou seus sais usando as novas moléculas de fitase da presente
invencao. O tratamento com as moléculas de fitase pode ocorrer sozinho
e/ou em um tratamento combinado (para inibir ou aumentar o efeito final) e &
seguido por inibicao de hidrélise dentro de uma faixa de modo a nao liberar
todos os radicais fosfato. Detalhes adicionais com relacdo a essa aborda-
gem estdo na literatura publica e/ou sao conhecidos por aqueles versados,
por exemplo, JP 04270296 (Hoshino).

Em um aspecto, a presente invencao proporciona um método (e
produtos do mesmo) para produzir uma composi¢gao enzimatica tendo uma
atividade de hidrélise de fitato aditiva ou sinergistica; a referida composicao
compreende as novas moléculas de fitase da presente invencdo e um ou
mais reagentes adicionais para obter uma composicdo que é util para um
tratamento combinado. Em um aspecto, o tratamento combinado da presen-
te invencao & obtido com o uso de pelo menos duas fitases de diferentes
especificidades posicionais, isto &, quaisquer combinagdes de 1-, 2-, 3-, 4-,
5- e 6-fitases. Combinando fitases de diferentes especificidades posicionais,
um efeito aditivo ou sinergistico & obtido. Composi¢des tais como alimento e
racao ou aditivos alimenticios e para ragao compreendendo tais fitases em
combinagéo sao também incluidas na presente invengao, assim como pro-
cessos para seu preparo. Detalhes adicionais com relagao a essa aborda-
gem estado na literatura publica e/ou sdo conhecidos por aqueles versados
na técnica, por exemplo, WO 30681 (Ohmann e outros).

Em outro aspecto, o tratamento combinado da presente inven-
cao € obtido com o uso de uma fosfatase acida tendo atividade de hidrélise
de fitato em um pH de 2,5, em uma baixa proporgao correspondendo a um
perfil de atividade em pH de 2,5:5,0 de cerca de 0,1:1,0 a 10:1 ou de cerca
de 0,5:1,0 a 5:1 ou de cerca de 0,8:1,0 a 3:1 ou de cercade 0,8:1,0a 2:1. A
composigcdo enzimatica pode mostrar uma maior eficiéncia de hidrolise de
fitato sinergética através de tratamento térmico. A composi¢cdo enzimatica €
atil no tratamento de géneros alimenticios (alimentos bebiveis e sélidos, ra-
cao e produtos de forragem) para melhorar a hidrolise de fitato. Detalhes

adicionais ou protocolos alternativos com relagdo a essa abordagem estao
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na literatura publica e/ou sao conhecidos por aqueles versados, por exem-
plo, Patente U.S. No. 5.554.399 (Vanderbeke e outros) e Patente U.S. No.
5.443.979 (Vanderbeke e outros), ensinando o uso de fitases fungicas (em
particular Aspergillus).

Em outro aspecto, a presente invencao proporciona um método
(e produtos do mesmo) para produzir uma composicao compreendendo a
presente nova enzima de atuagao sobre fitato em combinagdo com uma ou
mais enzimas adicionais que atuam sobre polissacarideos. Tais polissacari-
deos podem ser selecionados do grupo consistindo em arabinanos, frutanos,
fucanos, galactanos, galacturonanos, glicanos, mananos, xilanos, levano,
fucoidano, carragenina, galactocarolose, pectina, acido péctico, amilose, pu-
lulano, glicogénio, amilopectina, celulose, carboximetil celulose, hidroxipropil
metil celulose, dextrano, pustulana, quitina, agarose, queratana, condroitina,
dermatana, acido hialurénico, acido alginico e polissacarideos contendo pelo
menos uma aldose, cetose, acido ou amina selecionados do grupo consis-
tindo em eritrose, treose, ribose, arabinose, xilose, lixose, alose, altrose, gli-
cose, manose, gulose, idose, galactose, talose, eritrulose, ribulose, xilulose,
psicose, frutose, sorbose, tagatose, acido glucurdnico, acido glucdnico, acido
glucarico, acido galacturdnico, acido manurénico, glicosamina, galactosami-
na e acido neuraminico.

Em um aspecto, a presente invencgéo proporciona um método (e
produtos do mesmo) para produzir uma composigao tendo uma atividade de
hidrélise de fitato sinergistica compreendendo uma ou mais das novas molée-
culas de fitase da presente invengao, uma celulase (pode também incluir
uma xilanase), opcionalmente uma protease e opcionalmente um ou mais
reagentes adicionais. Em aspectos alternativos, tais tratamentos combinados
sdo Uteis no tratamento de géneros alimenticios, produtos de madeira, tais
como produtos de papel e como solugdes e soélidos de limpeza.

Em um aspecto, as fitases da invengao sao uteis em combina-
cao com componentes de celulose. Sabe-se que celulases de muitas bacté-
rias celuloliticas s@o organizadas em complexos multienzimaticos distintos,

denominados celulossomas. As multiplas subunidades dos celulossomas
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sao compostas de numerosos dominios funcionais, os quais interagem uns
com os outros e com o substrato celulésico. Uma dessas subunidades com-
preende uma nova classe distinta de polipeptideo de base nao catalitico, o
qual integra seletivamente as varias subunidades de celulase e xilanase no
complexo coeso. Aplicagao inteligente de hibridos de celulossoma e constru-
tos quiméricos de dominios celulossdmicos permitiria melhor uso da biomas-
sa celuldsica e pode oferecer uma ampla faixa de novas aplicacées em pes-
quisa, medicina e industria.

Em um aspecto, as fitases da invengao séo uteis - quer sozinhas
ou em tratamentos combinados - em areas de bioformac¢édo de polpa e bio-
branqueamento, onde uma reducéo no uso de produtos quimicos prejudici-
ais ao meio ambiente tradicionalmente usados na industria de polpa e papel
é desejada. Tratamento da agua residual representa outra vasta area de a-
plicagcao onde foi mostrado que enzimas biolégicas sao eficazes nao apenas
na remogao de cor, mas também na bioconversdao de substancias potenci-
almente nocivas em bioprodutos uteis.

Em um aspecto, as fitases da invencgao sao uteis para a geracao
de formas de vida que podem proporcionar pelo menos uma atividade enzi-
matica - quer sozinhas ou em tratamentos combinados - no tratamento de
sistemas digestivos de organismos. Organismos particularmente relevantes
a serem tratados incluem organismos nao-ruminantes, embora organismos
ruminantes também possam se beneficiar de tal tratamento. Especificamen-
te, € apreciado que essa abordagem pode ser realizada sozinha ou em
combinacdo com outras moléculas biolégicas (por exemplo, xilanases) para
gerar um hospedeiro recombinante que expressa uma pluralidade de molé-
culas biolégicas. Também é apreciado que a administragdo das presentes
moléculas de fitase e/ou hospedeiros recombinantes expressando as pre-
sentes moléculas de fitase pode ser realizada sozinha ou em combinacao
com outras moléculas bioldgicas e/ou formas de vida que podem proporcio-
nar atividades enzimaticas em um sistema digestivo - onde as referidas ou-
tras enzimas e referidas formas de vida podem ser recombinantes ou de ou-

tro modo. Por exemplo, a administragdo pode ser realizada em combinagao
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com bactérias xilanoliticas.

Por exemplo, aléem de fitato, muitos organismos s&o também in-
capazes de digerir hemiceluloses. Hemiceluloses ou xilanos sdo os princi-
pais componentes (35%) dos materiais de planta. Para animais ruminantes,
cerca de 50% dos xilanos dietéticos sdo degradados, mas apenas pequenas
quantidades de xilanos sdo degradadas no intestino inferior de animais néo
ruminantes e seres humanos. No rimen, as principais espécies xilanoliticas
sao Butyrivibrio fibrisolvens e Bacteroides ruminicola. No célon humano,
Bacteroides ovatus e Bacteroides fragilis subespécies "a" sao as principais
bactérias xilanoliticas. Xilanos sdo quimicamente complexos e sua degrada-
¢ao requer muitiplas enzimas. Expressdo dessas enzimas por bactérias no
intestino varia grandemente entre espécies. Butyrivibrio fibrisolvens com-
pdéem bactérias extracelulares, mas espécies Bacterdides tém atividade de
xilanase célula-ligada. A caracterizacao bioquimica de enzimas xilanoliticas
a partir de bactérias do intestino nao foi feita completamente. Um gene de
xilosidase foi clonado de B. fibrosolvens. Os dados de hibridizagées de DNA
usando um gene de xilanase clonado de B. fibrosolvens indica que esse ge-
ne pode estar presente em outras cepas de B. fibrosolvens. Uma xilanase
clonada de Bact. ruminicola foi transferida para e altamente expressa em
Bact. fragilis e Bact. uniformis. Genes de arabinosidase e xilosidase de Bact.
ovatus foram clonados e ambas as atividades parecem ser catalisadas por
uma unica nova enzima bifuncional.

Em um aspecto, as fitases da inveng¢ao sao uteis para 1) transfe-
réncia para um hospedeiro adequado (tal como Bact. fragilis ou Bact. uni-
formis); 2) obtencdo de expressdo adequada em um hospedeiro recombi-
nante resultante; e 3) administragao do referido hospedeiro recombinante a
organismos para melhorar a capacidade dos organismos tratados de degra-
dar fitato. Pesquisa continua nas areas de genética e bioquimica proporcio-
nara conhecimento e "insights” para manipulagéo de digestdo a nivel de in-
testino e compreensao aperfeicoada de digestao de fibras colénicas.

Detalhes adicionais ou protocolos alternativos com relagéo a es-

sa abordagem estao na literatura publica e/ou s&o conhecidos por aqueles
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versados, por exemplo, a invengao pode incorporar procedimentos conforme
descrito na Patente U.S. No. 5.624.678 (Bedford e outros), Patente U.S. No.
5.683.911 (Bodie e outros), Patente U.S. No. 5.720.971 (Beauchemin e ou-
tros), Patente U.S. No. 5.759.840 (Sung e outros), Patente U.S. No.
5.770.012 (Cooper), Patente U.S. No. 5.786.316 (Baeck e outros), Patente
U.S. No. 5.817.500 (Hansen e outros.).

A presente invengdo ensina que as moléculas de fitase da pre-
sente invengdo podem ser adicionadas ao(s) reagente(s) divulgado(s) de
forma a obter preparados tendo uma atividade de fitase adicional. Em um
aspecto, reagente(s) e as moléculas de fitase adicionais nao inibirdo uns aos
outros. Em um aspecto, o(s) reagente(s) e as moléculas de fitase adicionais
podem ter um efeito aditivo global. Em um aspecto, o(s) reagente(s) e as
moléculas de fitase adicionais podem ter um efeito sinergistico global.

Em um aspecto, a presente invengado proporciona um método (e
produtos do mesmo) para intensificagdo da utilizagéo de foésforo de fitato e
tratamento e prevencao de discondroplasia tibial em animais, particularmen-
te aves, através de administragdo, aos animais, de uma composigao de ra-
céao contendo um derivado de vitamina D3 hidroxilado. O derivado de vitami-
na D3 pode ser administrado aos animais na ragao contendo niveis reduzi-
dos de calcio e fésforo para intensificagao da utilizacdo de fosforo de fitato.
Consequentemente, o derivado de vitamina D3 pode ser administrado em
combinacdo com as novas moléculas de fitase da presente invengao para
intensificacao adicional da utilizagao de fosforo de fitato. Detalhes adicionais
ou protocolos alternativos com relagéo a essa abordagem estéo na literatura
publica e/ou sdo conhecidos por aqueles versados, por exemplo, Patente
U.S. No. 5.516.525 (Edwards e outros) e Patente U.S. No. 5.366.736 (Ed-
wards e outros), Patente U.S. No. 5.316.770 (Edwards e outros).

Em um aspecto, a presente invencgao proporciona um método (e
produtos do mesmo) para obter um género alimenticio que 1) compreende
fitina que é facilmente absorvida e utilizada em uma forma de inositol no cor-
po de um organismo; 2) que & capaz de reduzir o fosforo em mateéria excre-

mentaria; e 3) que, consequentemente, € util para melhorar a poluigado ambi-
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ental. O referido género alimenticio € compreendido de uma mistura de um
grao contendo fitina, um micro-organismo que produz acido lactico e uma
nova molécula de fitase da presente invengcdo. Em um aspecto, o referido
género alimenticio é produzido através de composi¢cao de um grao contendo
fitina (por exemplo, farelo de arroz) com um grupo microbiano eficaz tendo
uma propriedade acidofilica, produgdo de acido lactico, sem produgdo de
acido butirico, livre de patogenicidade e uma fitase. Exemplos de um grupo
microbiano eficaz incluem, por exemplo, Streptomyces sp. (American Type
Culture Collection No. ATCC 3004) pertencendo ao grupo de actinomicete e
Lactobacillus sp. (IFO 3070) pertencendo ao grupo de lactobacilos.

Uma quantidade exemplificativa de um grupo microbiano eficaz
é 0,2% em peso em termos de peso do corpo bacteriano, baseado em um
material de grao. Em um aspecto, a quantidade da adi¢cao da fitase é cerca
de 1-2% em peso baseado na fitina no material de grao. Detalhes adicionais
ou protocolos alternativos com relagéo a essa abordagem estao na literatura
publica e/ou sao conhecidos por aqueles versados, por exemplo, JP
08205785 (Akahori e outros).

Em um aspecto, a presente invengdo proporciona um meétodo
para melhorar a solubilidade de proteinas vegetais. Mais especificamente, a
invencao se refere a métodos para a solubilizagao de proteinas em fontes de
proteina vegetal, métodos os quais compreendem tratamento da fonte de
proteina vegetal com uma quantidade eficiente de uma ou mais enzimas fi-
tase da invencao e tratamento da fonte de proteina vegetal com uma quanti-
dade eficiente de uma ou mais enzimas proteoliticas. Em outro aspecto, a
invencao proporciona aditivos para ragdo para animais compreendendo uma
fitase da invencéo e uma ou mais enzimas proteoliticas. Detalhes adicionais
ou protocolos alternativos com relagao a essa abordagem estao na literatura
publica e/ou sado conhecidos por aqueles versados, por exemplio, EP
0756457 (WO 9528850 A1) (Nielsen e Knap).

Em um aspecto, a presente invengéo proporciona um metodo de
producdo de uma preparacao de proteina de planta compreendendo disper-

sao de materiais fonte de proteina vegetal em agua em um pH na faixa de 2
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a 6 e mistura das moléculas de fitase da presente invengdo na mesma. O
extrato acido contendo proteina sollvel é separado e seco para proporcionar
uma proteina sélida de carater desejado. Uma ou mais proteases podem
também ser usadas para melhorar as caracteristicas da proteina. Detalhes
adicionais ou protocolos alternativos com relagcdo a essa abordagem estao
na literatura publica e/ou sdo conhecidos por aqueles versados, por exem-
plo, Patente U.S. No. 3.966.971.

Em um aspecto, a presente invengao proporciona um meétodo (e
produtos do mesmo) para ativar fésforo inerte no solo e/ou composto, para
melhorar a taxa de utilizagdo de um composto de nitrogénio e suprimir a
propagacdo de mofos patogénicos através da adigcao de trés reagentes, fita-
se, saponina e quitosano, ao composto.

Em um aspecto, o método pode compreender tratamento do
composto através de 1) adigdo de micro-organismos contendo fitase ao mei-
o, por exemplo, hospedeiros recombinantes que superexpressam as novas
moléculas de fitase da presente invencgao, por exemplo, a 100 ml de mei-
0/100 kg de composto Umido; 2) alternativamente, também adi¢cdo de uma
fonte vegetal contendo fitase - tal como farelo de trigo - por exemplo, a 0,2 a
1 kg/100 kg de composto Umido; 3) adicao de uma fonte contendo saponina
- tal como turfa, artemisias e plantas yucca - por exemplo, a 0,5 a 3,0 g/kg;
e) adicdo de materiais contendo quitosana - tais como cascas pulverizadas
de camardes, caranguejos, etc. - por exemplo, a 100 a 300 g/kg de compos-
to umido.

Em um aspecto, fontes recombinantes dos trés reagentes, fitase,
saponina e quitosana, sao usadas. Detalhes adicionais ou protocolos alter-
nativos com relagdo a essa abordagem estdo na literatura publica e/ou sao
conhecidos por aqueles versados na técnica, por exemplo, JP 07277865
(Toya Taisuke).

Em alguns casos, pode ser vantajoso distribuir e expressar uma
sequéncia de fitase da invengdo localmente (por exemplo, dentro de um te-
cido ou tipo de célula particular). Por exemplo, expresséo local de uma en-

zima fitase ou digestiva no intestino de um animal auxiliara na digestao e
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captagdo, por exemplo, de fitato e fésforo, respectivamente. A sequéncia de
acido nucleico pode ser diretamente distribuida as glandulas salivares, teci-
do e ceélulas e/ou as células epiteliais que revestem o intestino, por exemplo.
Tais métodos de distribuicdo sdo conhecidos na técnica e incluem eletropo-
racao, vetores virais e captagao direta de DNA. Qualquer polipeptideo tendo
atividade de fitase pode ser utilizado nos métodos da invengéo (por exemplo,
aqueles especificamente descritos sob a subsecgéo 6.3.18, bem como aque-
les descritos em outras se¢des da invencao).

Por exemplo, um construto de acido nucleico da presente inven-
¢ao compreendera moléculas de acido nucleico em uma forma adequada
para captagdo em células-alvo dentro de um tecido hospedeiro. Os acidos
nucleicos podem estar na forma de moléculas de DNA ou RNA nu, onde as
moléculas podem compreender um ou mais genes estruturais, um ou mais
genes regulatérios, fitas antissenso, fitas capazes de formacgao de tripla ou
similar. Comumente, o construto de acido nucleico incluird pelo menos um
gene estrutural sob o controle transcricional e traducional de uma regiao re-
gulatéria adequada. Mais usualmente, os construtos de acido nucleico da
presente invengdo compreenderdo acidos nucleicos incorporados em um
veiculo de distribuicdo para melhorar a eficiéncia de transfecgdo, em que o
veiculo de distribuicado sera disperso dentro de particulas maiores compre-
endendo um material excipiente hidrofilico seco.

Um de tais veiculos de distribuicdo compreende vetores virais,
tais como retrovirus, adenovirus e virus adeno-associados, os quais foram
inativados para prevenir autorreplicagdao, mas os quais mantém a capacida-
de viral nativa de se ligar a uma célula hospedeira alvo, distribuir material
genético no citoplasma da célula hospedeira alvo e promover a expressao
de genes estruturais ou outros os quais foram incorporados na particula. Ve-
tores retrovirais adequados para transferéncia de gene mediada s&o descri-
tos em Kahn e outros (1992) Circ. Res. 71: 1508-1517. Uma distribuigcao de
gene adenoviral adequada é descrita em Rosenfeld e outros (1991) Science
252: 431-434. Sistemas de distribuicdo retrovirais e adenovirais sao
descritos em Friedman (1989) Science 244: 1275-1281.
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Um segundo tipo de veiculo de distribuicdo de acido nucleico
compreende vesiculas de transfecgao lipossémicas, incluindo construtos
liposs6micos anidnicos e catidnicos. O uso de lipossomas anidnicos requer
que os acidos nucleicos estejam encerrados dentro do lipossoma.
Lipossomas catidnicos nao requerem encerramento em acido nucleico e,
antes, podem ser formados através de simples mistura dos acidos nucleicos
e lipossomas. Os lipossomas catidnicos se ligam avidamente as moléculas
de acido nucleico negativamente carregadas, incluindo DNA e RNA, para
proporcionar complexos os quais fornecem eficiéncia de transfecgéo
razoavel em muitos tipos de célula. Veja Farhood e outros (1992) Biochem.
Biophys. Acta. 1111: 239-246. Um material exemplificativo para formacéo de
vesiculas lipossdmicas é lipofectina, a qual € composta de uma mistura
equimolar de dioleilfosfatidii etanolamina (DOPE) e dioleiloxipropil
trietilamoénio (DOTMA), conforme descrito em Felgner e Ringold (1989)
Nature 337: 387-388.

Também é possivel combinar esses dois tipos de sistemas de
distribuicdo. Por exemplo, Kahn e outros (1992), supra, ensinam que um
vetor retroviral pode ser combinado com uma vesicula de DEAE-dextrana
catiénica para intensificar adicionalmente a eficiencia de transformacéo.
Também é possivel incorporar proteinas nucleares nas vesiculas de
distribuicdo virais e/ou lipossdmicas para melhorar adicionalmente as
eficiéncias de transfec¢do. Veja Kaneda e outros (1989) Science 243: 375-
378.

Em outro aspecto, um auxiliar digestivo contendo uma enzima,
quer como o Unico ingrediente ativo ou em combinagdo com um ou mais de
outros agentes e/ou enzimas, & proporcionado. O uso de enzimas e outros
agentes em auxiliares digestivos de animais de criacdo ou domesticados nao
apenas melhora a saude e expectativa de vida do animal, mas também auxi-
lia no aumento da saude da criagdo e na produgéo de géneros alimenticios a
partir da criagao.

A invencao também pode usar ragdes para criagao (por exem-

plo, determinadas ragdes para ave) que sado altamente suplementadas com
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numerosos minerais (por exemplo, fésforo inorganico), enzimas, fatores de
crescimento, farmacos e outros agentes para distribuicao a criagédo. Esses
suplementos substituem muitas das calorias e nutrientes naturais presentes
no grao, por exemplo. Reduzindo ou eliminando o suplemento de fésforo
inorganico e outros suplementos (por exemplo, sais minerais vestigiais, fato-
res de crescimento, enzimas, antibiéticos) da racdo em si, a ragcédo é capaz
de levar mais nutriente e energia. Consequentemente, a dieta restante con-
teria mais energia utilizavel. Por exemplo, dietas de farelo de semente oleo-
sa-grao geralmente contém cerca de 3.200 kcal de energia metabolizavel
por quilograma de dieta e sais minerais ndo fornecem energia metabolizavel.
A remocéao de minerais desnecessarios e substituigdo por graos, portanto,
aumenta a energia utilizavel na dieta. Assim, a invengao é diferenciada com
relacdo a uma ragéao contendo fitase comumente usada. Por exemplo, em
um aspecto, um material biocompativel & usado, o qual é resistente a diges-
tao pelo trato gastrointestinal de um organismo.

Em muitos organismos incluindo, por exemplo, aves ou péssaros
tais como, por exemplo, galinhas, perus, gansos, patos, papagaios, pavoes,
perdizes, faisées, codorna, pombos, emu, kiwi, mobelhas, calopsita, cacatua,
canarios, pinguins, flamingos e pombos, o trato digestivo inclui uma moela a
qual armazena e usa objetos biocompativeis duros (por exemplo, rochas e
cascas de moluscos) para ajudar na digestdo de sementes ou outra ragao
consumida por um passaro. Um trato digestivo tipico dessa familia geral de
organismos inclui o eséfago, o qual contém uma bolsa, denominada um pa-
po, onde o alimento é armazenado durante um breve periodo de tempo. Do
papo, o alimento se move para baixo para o estdmago verdadeiro ou pré-
ventriculo, onde acido cloridrico e pepsina comegam o processo de digestao.
Em seguida, o alimento se move para a moela, a qual & de formato oval e
com parede espessa com musculos poderosos. A fungéo-chave da moela é
triturar ou esmagar particulas de alimento - um processo o qual & auxiliado
pelo fato de o passaro engolir pequenas quantidades de cascalho ou areia
fina. Da moela, o alimento se move para o duodeno. O intestino delgado dos

passaros é similar aos mamiferos. Existem duas bolsas cegas ou ceco, em
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torno de 10,16 cm a 15,24 cm (4-6 polegadas) de comprimento na jungdo
dos intestino delgado e grosso. O intestino grosso & curto, consistindo em
sua maioria do reto de cerca de 7,62 cm a 10,16 cm (3-4 polegadas) de
comprimento. O reto esvazia na cloaca e as fezes sao excretadas através da
abertura.

Objetos biocompativeis duros consumidos (ou de outro modo
introduzidos) e presentes na moela proporcionam um vetor Gtil para distribui-
¢ao de varios agentes enzimaticos, quimicos, terapéuticos e antibidticos.
Essas substancias duras tém uma expectativa de vida de umas poucas ho-
ras a uns poucos dias e sao eliminadas apdés um periodo de tempo. Conse-
quentemente, a invengdo proporciona auxiliares dietéticos revestidos, im-
pregnados (por exemplo, matriz € membranas impregnadas) modificados
para a distribuicdo de agentes digestivos ou terapéuticos uteis a um orga-
nismo. Tais auxiliares dietéticos incluem objetos os quais sao, tipicamente,
ingeridos por um organismo para auxiliar na digestao dentro da moela (por
exemplo, rochas ou areia). A invengao proporciona objetos biocompativeis
que tém, revestidos sobre os mesmos ou impregnados nos mesmos, agen-
tes uteis como um auxiliar digestivo para um organismo ou para a distribui-
¢ao de um agente terapéutico ou medicinal ou quimico.

Em um aspecto, a invengdo proporciona um auxiliar dietético
tendo uma composi¢cdo biocompativel criada para liberagdo de um agente
que auxilia na digestdo, em que a composi¢ao biocompativel é criada para
consumo oral e liberagdo no trato digestivo (por exemplo, a moela) de um
organismo. "Biocompativel" significa que a substéncia, quando de contato
com um organismo hospedeiro (por exemplo, um passaro), nao-estimula
uma resposta prejudicial suficiente para resultar na rejeicao da substancia ou
tornar a substancia inoperavel. Tal inoperabilidade pode ocorrer, por exem-
plo, através de formacgcao de uma estrutura fibrética em torno da substéncia
que limita a difusdo de agentes impregnados ao organismo hospedeiro no
mesmo ou uma substancia a qual resulta em um aumento na mortalidade ou
morbidade no organismo em virtude de toxicidade ou infecgdo. Uma subs-

tancia biocompativel pode ser nao-biodegradavel ou biodegradavel. Em um
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aspecto, a composicao biocompativel é resistente a degradagao ou a diges-
tao pelo trato gastrointestinal. Em outro aspecto, a composi¢ao biocompati-
vel tem a consisténcia de uma rocha ou pedra.

Um material ndo-biodegradavel (til na invengao € um que permi-
te fixacdo ou impregnagcao de um agente dietético. Tais materiais nao-
biodegradaveis nao-limitativos incluem, por exemplo, termoplasticos, tais
como acrilico, modacrilico, poliamida, policarbonato, poliéster, polietileno,
polipropileno, poliestireno, polissulfona, poliéter-sulfona e fluoreto de polivini-
lideno. Elastdmeros também sao materiais Uteis e incluem, por exemplo, po-
liamida, poliéster, polietileno, polipropileno, poliestireno, poliuretano, alcool
polivinilico e silicone (por exemplo, baseado em silicone ou contendo silica).
A invencgao estabelece que a composicao biocompativel pode conter uma
pluralidade de tais materiais os quais podem ser, por exemplo, misturados
ou colocados em camadas para formar misturas, copolimeros ou combina-
¢bes dos mesmos.

Em um aspecto, um material "biodegradavel" significa que a
composicao corroi ou degrada in vivo para formar espécies quimicas meno-
res. A degradacao pode ocorrer, por exemplo, através de processos enzima-
ticos, quimicos ou fisicos. Materiais biodegradaveis adequados considerados
para uso na invengdo incluem, mas nao-estdo limitados a, (poli)lactideos,
(poli)glicolideos, (poli) acidos lacticos, (poli) acidos glicélicos, polianidridos,
poliortoésteres, poliéter ésteres, policaprolactona, poliesteramidas, policar-
bonato, policianoacrilato, poliuretanos, poliacrilato e similares. Tais materiais
podem ser misturados ou colocados em camadas para formar misturas, co-
polimeros ou combinagées dos mesmos.

Em um aspecto, uma série de diferentes substancias biocompa-
tiveis da invengdo podem ser fornecidas ao animal e ingeridas sequencial-
mente ou de outro modo fornecidas ao mesmo organismo simultaneamente
ou em varias combinac¢des (por exemplo, um material antes do outro). Alem
disso, as substancias biocompativeis da invengdo podem ser criadas para
passagem lenta através do trato digestivo. Por exemplo, substancias gran-

des ou gordurosas tendem a se mover mais lentamente através do trato di-
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gestivo, consequentemente, um material biocompativel tendo um tamanho
grande para prevenir passagem rapida no trato digestivo pode ser usado.
Tais substancias grandes podem ser uma combinacgéo de substancias néao-
biodegradaveis e biodegradaveis. Por exemplo, uma substancia nao-
biodegradavel pequena pode ser abrangida por uma substancia biodegrada-
vel da invencdo de modo que, durante um periodo de tempo, a porcéo bio-
degradavel sera degradada, permitindo que a por¢ao nao-biodegradavel
passe através do trato digestivo. Além disso, é reconhecido que qualquer
numero de flavorizantes pode ser fornecido a uma substancia biocompativel
da invencao para auxiliar no consumo.

Qualquer nimero de agentes, sozinhos ou em combinacdo com
outros agentes, podem ser revestidos sobre as substancias biocompativeis
da invencgéo, incluindo polipeptideos (por exemplo, enzimas, anticorpos, ci-
tocinas ou pequenas moléculas terapéuticas) e antibidticos, por exemplo.
Exemplos de agentes particulares Uteis s&o listados nas Tabelas 1 e 2 abai-
xo. Considera-se também que células podem ser encapsuladas no material
biocompativel da invencao e usadas para distribuir as enzimas ou produtos
terapéuticos. Por exemplo, substancias porosas podem ser criadas, as quais
tém poros grandes o bastante para que as células cresgam em e através das
mesmas e esses materiais porosos podem, entido, ser captados pelo trato
digestivo. Por exemplo, a substancia biocompativel da invengdo pode com-
preender uma pluralidade de ambientes de microflora (por exemplo, diferen-
tes porosidades, pH, etc.) que proporcionam suporte para uma pluralidade
de tipos de célula. As células podem ser geneticamente manipuladas para
conferir um farmaco, enzima ou produto quimico particular ao organismo. As

células podem ser eucariotas ou procariotas.
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Classe de
tratamento

Produto quimico

Descrigcao

Antibidticos

Mastox, Amoxicilina e
sua inje¢do combinada
(Amoxicilina e Cloxacili-

na)

Tratamento contra doengas bac-
terianas causadas por bactérias
Gram + e Gram -

Ampicilina e sua injecao
Biolox combinada (Am-
picilina e Cloxacilina)

Tratamento contra doengas bac-
terianas causadas por bactérias
Gram + e Gram -

Bolo Nefrea, Nitrofura-
zona + Ureia

Tratamento de infecgdes geni-
tais

Bolo Trizol, Trimetho-
prim + Sulfametoxazol

Tratamento de infec¢coes do tra-
to respiratério, infecgdes do tra-
to gastrointestinal, infecgcbes
urino-genitais

Bolo Metofur, Metroni-
dazola e Furazolidona

Tratamento de doencgas bacteri-
anas e por protozoarios

Bolo Pectolin, ftalil-
sulfatiazol, Pectina e
caulim, suspensao

Tratamento de diarreia bacteria-
na e nao especifica, disenteria
bacilar e sujeiras em bezerros

Anti-
helminticos

Pomada ectoparasiticida
Germex (Gama hexaclo-
reto de benzeno, hemis-
sulfato de Proflavina e
Cetrimida)

Ectoparasiticida e Anti-séptico

Endoparasiticidas > Al-
bendazol e sua combi-
nag¢ao Alben (Albenda-
zol), suspensao (Alben-
dazol a 2,5%), Suspen-
sdo Plus (Albendazol a
5%), Bolo Forte (Alben-
dazola 1,5 Gm.), Com-
primido (Albendazol a

600 Mg.), pé (Albenda-

zol a 5%, 15%)

Prevencao e tratamento de in-
festacoes de nematébides, ces-
toides e fasciola
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Classe de Produto quimico Descricao
tratamento
Comprimido Alpraz (Al- Prevengao e tratamento de in-
bendazol e Praziquantel) | festagGes de nematdides e ces-
téides em caninos e felinos
Bolo Clozan, Oxicloza- Prevencao e tratamento de in-
nida e sua combinagao ( festacdes de fasciola
Oxiclozanida), suspen-
séo
Bolo Tetzan ( Oxicloza- Prevencéao e tratamento de in-
nida e HC! de Tetrami- festagdes de nematdides e fas-
sol), suspensao ciola
Bolo Fluzan ( Oxicloza- Prevencéao e tratamento de in-
nida e HCI de Levami- festagcbes de nematdides e au-
sol), suspensao mento de imunidade
Injecao Nemasol, Leva- Prevencao e tratamento de in-
misol festacSes de nematdides e au-
P66 Wormnil mento de imunidade
Comprimido de Fem- Prevencao e tratamento de in-
bendazol, Fenzol (Fem- | festacdes de nematdides e ces-
bendazol a 150 Mg.), téides
bolo (Fembendazol a 1,5
Gm.), p6é (Fembendazol
a 2,5% PESO/PESO)
Tonicos Injecdo Heptogen, com- | Tratamento de anorexia, hepati-

plexo de Vitamina B,
aminoacidos e extrato
de figado

te, debilidade, emaciagao por
convulsdes neuralgicas, e cres-
cimento atrofiado

Injecao Hilactin, levulina-
to de calcio com Vit. B12
e Vit. D3

Prevencao e tratamento de hi-
pocalcemia, terapia de suporte
em condig¢des de doencga (espe-
cialmente hipotermia) e trata-
mento de estagios iniciais de
rickets

Suplementos
de ragao
para animal

Bolo Gynolactin, mine-
rais essenciais, selénio
e Vitamina E

Tratamento de anestro que cau-
sa infertilidade e cio repetido em
animais leiteiros e cavalos
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Classe de
tratamento

Produto quimico

Descricao

Po6 Hilactin, minerais
essenciais, Vitamina E e
jodo

Infertilidade, lactagao inapropri-
ada, imunidade diminuida, cres-
cimento atrofiado e debilidade

P& Electra - C, eletrdlitos
essenciais com Vitamina
C

Diarreia, desidratacéo, antes e

apos transporte, em temperatu-

ras extremas (altas ou baixas) e
outras condi¢cdes de estresse

Bolo Pyrenox Plus (Di-
clofenac Sodico + Para-

Tratamento de mastite, pirexia,
dor e inflamacgao pos-cirurgica,

cetamol), injecao

prolapso do utero, fraqueza e

artrite
Tabela 2. Formulagdes terapéuticas
Produto Descrigao
Acutrim® (fenilpropano- | Comprimidos supressores de apetite uma vez
lamina) ao dia.

The Baxter® Infusor

Para distribuicao intravenosa controlada de an-
ticoagulantes, antibiéticos, agentes quimiotera-
péuticos e outros farmacos amplamente usados.

Catapres-TTS® (siste-
ma terapéutico trans-
dérmico de clonidina)

Sistema transgénico uma vez por semana para
o tratamento de hipertenséo.

Covera HS3 (cloridrato
de verapamila)

Comprimidos com liberagao prolongada com
inicio controlado uma vez ao dia (COER-24)
para o tratamento de hipertensao e angina pec-
toris.

DynaCirc CR® (isradi-
pina)

Comprimidos com liberagao prolongada uma
vez ao dia para o tratamento de hipertenséo.

Efidac 24® (maleato de
clorfeniramina)

Comprimidos com liberagéo prolongada uma
vez ao dia para o alivio de sintomas de alergia.

Estraderm® (sistema
transdérmico de estra-
diol)

Sistema transdérmico duas vezes por semana
para o tratamento de determinados sintomas de
poés-menopausa e prevengao de osteoporose.
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Produto Descricao
Glucotrol XL® (glipizi- Comprimidos com liberagao prolongada uma
da) vez por dia usados como um adjuvante na dieta

para controlar a hipercalcemia em pacientes
com diabetes mellitus nao dependente de insu-
lina.

Bolo IVOMEC SR® (i-
vermectina)

Sistema de distribuigcao ruminal para controle ao
longo da estagado dos principais parasitas inter-
nos e externos em gado.

Minipress XL® (prazo-
sina)

Comprimidos com liberagao prolongada uma
vez ao dia para o tratamento de hipertensao.

NicoDerm® CQ® (siste-
ma transdérmico de

Sistema transdérmico usado como um auxiliar
uma vez ao dia para parar de fumar para aliviar

nicotina) os sintomas de abstinéncia de nicotina.
Procardia XL® (nifedi- Comprimidos com liberagao prolongada uma
pina) vez ao dia para o tratamento de angina e hiper-

tensao.

Sudafed® 24 Hour
(pseudoefedrina)

Descongestionante nasal uma vez ao dia para
alivio de resfriados, sinusite, febre do feno e
outras alergias respiratérias.

Transderm-Nitro® (sis-
tema transdérmico de
nitroglicerina)

Sistema transgénico uma vez ao dia para a pre-
vengao de angina pectoris em virtude de doenca
da artéria coronaria.

Transderm Scop® (sis-
tema transdérmico de
escopolamina)

Sistema transgénico para a prevencgao de hau-
sea e vomito associados a doenca do movimen-
to.

Volmax (albuterol)

Comprimidos com liberagao prolongada para
alivio de broncoespasmo em pacientes com do-
encga obstrutiva reversivel das vias aéreas.

Actisite®

(Cloridrato de tetraciclina) Fibra periodontal u-
sada como um adjunto para implante e plane-
jamento de raiz para redugao de profundidade
da bolsa e hemorragia quando de exploragao
em pacientes com periodontite em adultos.

ALZET®

Bombas osmoéticas para pesquisa em laborato-
rio.
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Produto

Descricéao

Amphotec® (complexo

de anfotericina B - sul-

fato de colesterila para
injecao)

AMPHOTEC® & um tratamento fungicida para
aspergilose invasiva em pacientes com lesdo
renal ou toxicidade inaceitavel exclui o uso de
anfotericina B em doses eficazes e em pacien-
tes com aspergilose invasiva onde terapia ante-
rior com anfotericina B tenha falhado.

BiCitra® (citrato de so-
dio e acido citrico)

Agente de alcalinizagdo usado naquelas condi-
¢Oes onde manutengéo a longo prazo de urina
alcalina é desejavel.

Ditropan® (cloreto de
oxibutinina)

Para o alivio de sintomas de instabilidade de
bexiga associada a bexiga neurogénica ou neu-
rogénica reflexa (isto &, urgéncia, frequéncia,
vazamento urinario, incontinéncia de urgéncia,
disuria).

Ditropan® XL (cloreto
de oxibutinina)

E um comprimido com liberacdo controlada uma

vez ao dia indicado para o tratamento da bexiga

superativa com sintomas de incontinéncia urina-
ria de urgéncia, urgéncia e frequéncia.

DOXIL® (injecao de
lipossoma de HCI de
doxorrubicina)

Duragesic® (sistema
transdérmico de fentani-
la) Cli

Sistema transdérmico de 72 horas para trata-
mento de dor crénica em pacientes que reque-
rem analgesia continua com opio6ide para dor
que nao pode ser tratada por meios mais fracos,
tais como combinac¢des de acetaminofen-
opidide, analgésicos nao-esteroidais ou dosa-
gem PRN com opibides de curta duracgao.

Elmiron® (pentosan
polissulfato sédico)

Indicado para o alivio de dor na bexiga o des-
conforto associado a cistite intersticial.

ENACT AirWatch®

Um sistema de monitoramento e tratamento de
asma.
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Produto

Descrigao

Ethyol® (amifostina)

Indicado para reduzir a toxicidade renal cumula-
tiva associada a administragao reforcada de
cisplatina em pacientes com cancer ovariano

avancgado ou cancer de pulmao de células nao

pequenas.

Indicado para reduzir a incidéncia de xerostomia
moderada a grave em pacientes que sofrem
tratamento de radiacao pés-operatério para

cancer de cabega e pescogo, onde a radiagao
inclui uma porgao substancial das glandulas pa-
rétidas.

Trocisco Mycelex® (clo-
trimazol)

Para o tratamento de candidiase orofaringeal.
Também indicado profilaticamente para reduzir
a incidéncia de candidiase orofaringeal em pa-
cientes imunocomprometidos por condi¢cées que
incluem quimioterapia, radioterapia ou terapia
com esterdide utilizada no tratamento de leuce-
mia, tumores sélidos ou transplante renal.

Neutra-Phos® (fosfato
de potassio e sédio)

Um suplemento dietético/nutricional.

Solugéao Oral PolyCi-

tra® -K e PolyCitra®

Cristais -K (citrato de
potassio e acido citrico)

Agente de alcalinizagao util naquelas condi¢ctes
onde manutengio a longo prazo de uma urina
alcalina € desejavel, tal como em pacientes com
calculos por acido urico e cistina do trato urina-
rio, especiaimente quando a administragao de
sais de sbdio € indesejavel ou contraindicada.

PolyCitra® Xarope -K e
LC (tricitratos)

Agente de alcalinizagao atil naquelas condi¢gdes
onde manutenc¢ao a longo prazo de uma urina
alcalina é desejavel, tal como em pacientes com
calculos por acido urico e cistina do trato urina-
rio.

Progestasert® (proges-

Sistema contraceptivo intrauterino de progeste-
rona.

terona)
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Produto Descri¢ao
Testoderm® Testo- Sistema transdérmico de testosterona.
derm® com Adesivo e Os produtos Testoderm® sao indicados para
Testoderm® TTS CllI terapia de reposicdo em homens para condi-

¢Oes associadas a uma deficiéncia ou auséncia
de testosterona enddgena: (1) hipogonadismo
primario (congénito ou adquirido) ou (2) hipogo-

nadismo hipogonadotréfico (congénito ou adqui-

rido).
Viadur® (implante de Implante uma vez por ano para o tratamento
acetato de leuprolida) paliativo de cancer de prostata.

Determinados agentes podem ser projetados para se tornarem
mais ativos sob determinadas condi¢cbes (por exemplo, em determinados
pH's, na presenga de um agente de ativagédo, etc.). Além disso, pode ser
vantajoso usar pré-enzimas nas composi¢des da invencéao. Por exemplo,
pré-enzimas podem ser ativadas por uma protease (por exemplo, uma pro-
tease salivar que esta presente no trato digestivo ou sao artificialmente in-
troduzidas no trato digestivo de um organismo). Considera-se que os agen-
tes distribuidos pelas composigcdes biocompativeis da invencéo séo ativados
através da adicdo de um agente de ativagado o qual pode ser ingerido por ou
de outro modo distribuido ao organismo. Outro mecanismo para o controle
do agente no trato digestivo € um agente sensivel ao ambiente que € ativado
no compartimento digestivo apropriado. Por exemplo, um agente pode ser
inativo em baixo pH, mas ativo em pH neutro. Consequentemente, o agente
seria inativo no intestino, mas ativo no trato intestinal. Alternativamente, o
agente pode se tornar ativo em resposta a presenga de um fator especifico a
micro-organismo (por exemplo, micro-organismos presentes no intestino).

Em um aspecto, os beneficios potenciais da presente invengao
incluem, por exemplo (1) redugdo em ou possivel eliminagao da necessidade
de suplementos minerais (por exemplo, suplementos de fésforo inorganico),
enzimas ou farmacos terapéuticos para animal (incluindo peixe) a partir da
racao ou grdo diario, desse modo, aumentando a quantidade de calorias e
nutrientes presentes na racdo e (2) saude e crescimento aumentados de

animais domésticos e ndo domésticos incluindo, por exemplo, aves, animais
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suinos, bovinos, equinos, caninos e felinos.

Um grande numero de enzimas podem ser usadas nos métodos
e composi¢gdes da presente invengao, além das fitases da invencao. Essas
enzimas incluem enzimas necessarias para digestao apropriada de alimen-
tos consumidos ou para metabolismo, ativagcdo ou derivagao apropriados de
produtos quimicos, pro-farmacos ou outros agentes ou compostos distribui-
dos ao animal via o trato digestivo. Exemplos de enzimas que podem ser
distribuidas ou incorporadas nas composi¢cées da invengédo incluem, por e-
xemplo, enzimas de intensificagdo de ragédo selecionadas do grupo consis-
tindo em p- galactosidases, pB-galactosidases, em particular lactases, fitases,
B-glucanases, em particular endo-B-1,4-glucanases e en-
do-B-1,3(4)-glucanases, celulases, xilosidases, galactanases, em particular
arabinogalactano endo-1,4-B-galactosidases e arabinogalactano endo-1,3-3-
galactosidases, endoglucanases, em particular endo-1,2-B-glucanase, endo-
1,3-a-glucanase e endo-1,3-B-glucanase, enzimas de degradacéo de pecti-
na, em particular pectinases, pectinesterases, liases de pectina, poligalactu-
ronases, arabinanases, rhamnogalacturonases, rhamnogalacturonana acetil
esterases, rhamnogalacturonana-a-rhamnosidase, liases de pectato e -
galacturonisidases, mananases, B-manosidases, manana acetil esterases,
xilana acetil esterases, proteases, xilanases, arabinoxilanases e enzimas
lipoliticas, tais como lipases, fitases e cutinases. Fitases, além das fitases
tendo uma sequéncia de aminoacido conforme apresentado em SEQ ID NO:
2, podem ser usadas nos métodos e composi¢cdes da invengao.

Em um aspecto, a enzima usada nas composi¢des (por exem-
plo, um auxiliar dietético) da presente invengéo é uma enzima fitase a qual é
estavel ao calor e é resistente ao calor e catalisa a hidrélise enzimatica de
fitato, isto &, a enzima é capaz de renaturar e reobter atividade apds um pe-
riodo breve (isto &, 5 a 30 segundos) ou mais longo, por exemplo, minutos
ou horas, de exposicéo a temperaturas acima de 50 oC.

Uma "ragao" e um "alimento", respectivamente, significam qual-
quer dieta, refeicdo ou semelhante natural ou artificial ou componentes de

tais refeicdes destinados a ou adequados para serem comidos, tomados,
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digeridos por um animal e um ser humano, respectivamente. "Auxiliar dieté-
tico", conforme usado aqui, denota, por exemplo, uma composi¢do contendo
agentes que proporcionam um agente terapéutico ou digestivo a um animal
ou organismo. Um "auxiliar dietético", tipicamente, nao € uma fonte de inges-
tdo calorica para um organismo, em outras palavras, um auxiliar dietético,
tipicamente, ndo € uma fonte de energia para o organismo, mas antes, é
uma composicéo a qual é tomada além da "rag&o" ou "alimento" tipico.

Em varios aspectos da invengao, sao proporcionadas composi-
¢Oes de racao que compreendem uma proteina fitase recombinante tendo
pelo menos trinta aminoacidos continuos de uma proteina tendo uma se-
quéncia de aminoacido de SEQ ID NO: 2; e um género alimenticio contendo
fitato. Conforme sera conhecido por aqueles versados na técnica, tais com-
posices podem ser preparadas através de uma série de formas incluindo,
mas nao-limitado a, na forma de pélete com ou sem aditivos poliméricos re-
vestidos, na forma de granulado e através de secagem por pulverizacado. A
guisa de exemplo nao-limitativo, os ensinamentos na técnica dirigidos a pre-
paragao de reacgao incluem as Publicagdes Internacionais Nos. WO0070034
A1, WO0100042 A1, WO0104279 A1, WO0125411 A1, WO0125412 A1 e
EP 1073342A.

Um agente ou um enzima (por exemplo, uma fitase) pode exer-
cer seu efeito in vitro ou in vivo, isto €, antes de ingestdo ou no estbmago ou
moela do organismo, respectivamente. Também, uma agdo combinada é
possivel.

Embora qualquer enzima possa ser incorporada em um auxiliar
dietético, referéncia e feita aqui a fitase como uma exemplificagcdo dos méto-
dos e composig¢des da invengao. Um auxiliar dietético da invengéao inclui uma
enzima (por exemplo, uma fitase). Geralmente, um auxiliar dietético conten-
do uma composigao de fitase é liquida ou seca.

Composicoes liquidas nao precisam conter qualquer coisa além
da enzima (por exemplo, uma fitase), de preferéncia em uma forma altamen-
te purificada. Usualmente, contudo, um estabilizante, tal como glicerol, sorbi-

tol ou monopropileno glicol, € também adicionado. A composicéo liquida po-
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de tambem compreender outros aditivos, tais com sais, acticares, conser-
vantes, agentes para ajuste de pH, proteinas, fitato (um substrato de fitase).
Composigdes liquidas tipicas sdo aquosas ou pastas fluidas baseadas em
Oleo. As composigdes liquidas podem ser adicionadas a uma composicao
biocompativel para liberacdo lenta. De preferéncia, a enzima é adicionada a
uma composicdo auxiliar dietética que € um material biocompativel (por e-
xemplo, biodegradavel ou nao-biodegradavel) e inclui a adicido de células
recombinantes, por exemplo, em microcontas porosas.

Composigdes secas podem ser composi¢cées secas por puiveri-
zagao, caso no qual a composi¢ao nao precisa conter qualquer coisa além
da enzima em uma forma seca. Usualmente, contudo, composi¢cbes secas
séo os assim denominados granulados, os quais podem ser misturados com
componentes de uma rag¢ao ou alimento ou, mais preferivelmente, formar um
componente de uma pré-mistura. O tamanho de particula dos granulados de
enzima é, de preferéncia, compativel com aquele dos outros componentes
da mistura. Isso proporciona um meio seguro e conveniente de incorporagao
de enzimas em uma racao para animal. Os granulados da invengdo podem
ser biocompativeis ou eles podem ser granulados biocompativeis que sao
nao-biodegradaveis.

Granulados de aglomeracdo da invencao revestidos por uma
enzima podem ser preparados usando uma técnica de aglomeragido em um
misturador de cisalhamento elevado. Granulados de absorcdao sao prepara-
dos tendo nucleos de um material-veiculo a serem absorvidos revestidos
pela enzima. Em um aspecto, o material veiculo € um material biocompativel
nao-biodegradavel que simula o papel de pedras ou areia na moela de um
animal. Materiais enchedores tipicos usados em técnicas de aglomeracéao
incluem sais, tal como sulfato dissédico. Outros enchedores sao caulim, tal-
co, silicato de magnésio aluminio e fibras de celulose. Opcionalmente, aglu-
tinantes, tais como dextrinas, também sao incluidos nos granulados de a-
glomerag¢ao. Os materiais-veiculo podem ser qualquer material biocompati-
vel, incluindo materiais biodegradaveis e nao-biodegradaveis (por exemplo,

rochas, pedras, cerdmica, varios polimeros). Em um aspecto, os granulados
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sao revestidos com uma mistura de revestimento. Tal mistura compreende
agentes de revestimento, por exemplo, agentes de revestimento hidrofébi-
cos, tais como 6leo de palma hidrogenado e sebo de carne e, se desejado,
outros aditivos, tais como carbonato de calcio ou caulim.

Em um aspecto, as composi¢cdes auxiliares dietéticas (por e-
xemplo, composi¢cdes auxiliares dietéticas de fitase) podem conter outros
substituintes, tais como agentes de coloracdo, compostos aromaticos, esta-
bilizantes, vitaminas, minerais, outras enzimas para intensificacdo de ragéo
ou alimento, etc. Em um aspecto, um aditivo usado em uma composi¢éo da
invencao compreende um ou mais compostos, tais como vitaminas, minerais
ou enzimas para intensificagdo de ragao e veiculos e/ou excipientes ade-
quados.

Em um aspecto, as composicdes auxiliares dietéticas da inven-
cao compreendem, adicionalmente, uma quantidade eficaz de uma ou mais
enzimas para intensificagdo de ragdo, em particular enzimas para intensifi-
cagao de ragao selecionadas do grupo consistindo em - galactosidases, -
galactosidases, em particular lactases, outras fitases, -glucanases, em par-
ticular endo-B-1,4-glucanases e endo-f-1,3(4)-glucanases, celulases, xilosi-
dases, galactanases, em particular arabinogalactano endo-1,4-3-
galactosidases e arabinogalactano endo-1,3-B-galactosidases, endoglucana-
ses, em particular endo-1,2-B-glucanase, endo-1,3-a-glucanase e endo-1,3-
B-glucanase, enzimas de degradacgdo de pectina, em particular pectinases,
pectinesterases, liases de pectina, poligalacturonases, arabinanases, rham-
nogalacturonases, rhamnogalacturonana acetil esterases, rhamnogalacturo-
nana-o-rhamnosidase, liases de pectato e a-galacturonisidases, mananases,
B-manosidases, manana acetil esterases, xilano acetil esterases, proteases,
xilanases, arabinoxilanases e enzimas lipoliticas, tais como lipases, fitases e
cutinases.

O auxiliar dietético para animal da invengéo é suplementado ao
animal monogastrico antes ou simultaneamente com a dieta. Em um aspec-
to, o auxiliar dietético da invengio é suplementado ao animal monogastrico

simultaneamente com a dieta. Em outro aspecto, o auxiliar dietético & adi-
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cionado a dieta na forma de um granulado ou um liquido estabilizado.

Uma quantidade eficaz de uma enzima em um auxiliar dietético
da invengao € de 10-20.000; de cerca de 10 a 15.000, de cerca de 10 a
10.000, de cerca de 100 a 5.000 ou de cerca de 100 a cerca de 2.000
FYT/kg de auxiliar dietético.

Exemplos nao-limitativos de outros usos especificos da fitase da
invencao sdo no processamento de soja e na fabricagdo de inositol ou deri-
vados do mesmo.

A invencéo também se refere a um método para redugdo dos
niveis de fitato no estrume animal, em que o animal é alimentado com um
auxiliar dietético contendo uma quantidade eficaz da fitase da invencgao.
Conforme estabelecido no inicio do presente pedido, um efeito importante do
mesmo é reduzir a poluigao por fosfato do ambiente.

Em outro aspecto, o auxiliar dietético € um veiculo magnético.
Por exemplo, um veiculo magnético contendo uma enzima (por exemplo,
uma fitase) distribuida em, sobre ou através de um veiculo magnético (por
exemplo, uma conta magnética porosa) pode ser distribuida sobre uma area
com elevado teor de fitato e coletado por imas apés um periodo de tempo.
Tal distribuicao e recoleta de contas reduz a poluigdo adicional e permite a
reutilizagao das contas. Além disso, o uso de tais contas magnéticas in vivo
permite a localizagdo do auxiliar dietético em um ponto do trato digestivo
onde, por exemplo, atividade de fitase pode ser realizada. Por exemplo, um
auxiliar dietético da invencao contendo enzimas digestivas (por exemplo,
uma fitase) pode ser localizado na moela do animal através de justa-
posicionamento de um ima préximo da moela do animal apés o animal con-
sumir um auxiliar dietético de veiculos magnéticos. O ima pode ser removido
apés um periodo de tempo, permitindo que o auxiliar dietético passe através
do trato digestivo. Além disso, os veiculos magnéticos sao adequados para
remocao do organismo apos abate ou para auxiliar na coleta.

Quando o auxiliar dietético € uma particula porosa, tais particu-
las s&o, tipicamente, impregnadas por uma substancia com a qual se deseja

liberar lentamente para permitir uma particula com liberagao lenta. Tais par-
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ticulas com liberagdo lenta podem ser preparadas nao apenas através de
impregnacéo das particulas porosas com a substancia que se deseja liberar,
ma tambem primeiro através de dissolucédo da substancia desejada na pri-
meira fase de dispersdo. Nesse caso, particulas com liberacdo lenta prepa-
radas através do método no qual a substancia a ser liberada & primeiro dis-
solvida na primeira fase de dispersdao também estao dentro do escopo e es-
pirito da invencao. As particulas ocas porosas podem, por exemplo, ser im-
pregnadas com uma substancia de liberagao lenta, tal como um medicamen-
to, agroquimico ou enzima. Em particular, quando particulas ocas porosas
impregnadas por uma enzima sao feitas de um polimero biodegradavel, as
particulas em si podem ser usadas como um agroquimico ou fertilizante e
elas n&o tém efeito adverso sobre o ambiente. Em um aspecto, as particulas
porosas sao de natureza magnética.

As particulas ocas porosas podem ser usadas como um suporte
de biorreator, em particular um suporte enzimatico. Portanto, € vantajoso
preparar o auxiliar dietético utilizando um método de liberacao lenta, por e-
xemplo, através de encapsulagdo da enzima de agente em uma microvesi-
cula, tal como um lipossoma, do qual a dose ¢é liberadas durante o curso de
varios dias, de preferéncia entre cerca de 3 a 20 dias. Alternativamente, o
agente (por exemplo, uma enzima) pode ser formulado para liberagcao lenta,
tal como incorporagao em um polimero com liberagao lenta do qual a dosa-
gem de agente (por exemplo, enzima) é lentamente liberada durante o curso
de varios dias, por exemplo, de 2 a 30 dias e pode oscilar até a vida do ani-
mal.

Em um aspecto, os lipossomas da invengdo sao derivados de
fosfolipidios ou outras substéncias lipidicas. Lipossomas sdo formados atra-
vés de cristais liquidos hidratados mono- ou multilamelares que sao disper-
sos em um meio aquoso. Qualquer lipidio nao-téxico, fisiologicamente acei-
tavel e metabolizavel capaz de formagéao de lipossomas pode ser usado. As
composi¢cdes da invencado na forma de lipossoma podem conter estabilizan-
tes, conservantes, excipientes e similares, além do agente. Alguns lipidios

exemplificativos sé@o os fosfolipidios e as fosfatidil colinas (lecitinas), naturais
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e sintéticos. Métodos para formar lipossomas s&o conhecidos na técnica.
Veja, por exemplo, Prescott, Ed., Methods in Cell Biology, Volume XIV, Aca-
demic Press, New York, N.Y. (1976), pagina 33 em diante.

Também dentro do escopo da invengéo é o uso de uma fitase da
invencéao durante o preparo de preparados ou aditivos alimenticios ou ragao,
isto &, a fitase exerce sua atividade de fitase durante a fabricacéo apenas e
n&o & ativa no produto alimenticio ou ragao final. Esse aspecto € relevante,
por exemplo, na fabricagdo de massa e pao. Consequentemente, a fitase ou
levedo recombinante expressando fitase pode ser impregnado em, sobre ou
atraves de veiculos magnéticos, distribuido na massa ou meio alimenticio e
recuperado através de imas.

O auxiliar dietético da invencao pode ser administrado sozinho
aos animais em um veiculo biocompativel (por exemplo, biodegradavel ou
nao-biodegradavel) ou em combinagdo com outros agentes aditivos de di-
gestao. O auxiliar dietético da invencao pode ser prontamente administrado
como um tratamento superficial ou através de mistura do mesmo diretamen-
te na racdo do animal ou fornecido separadamente da reagdo, através de
dosagem oral separada, através de injecao ou através de meios transdérmi-
cos ou em combinagdo com outros compostos comestiveis relacionados ao
crescimento, as propor¢des da cada um dos compostos na combinagéo
sendo dependentes do organismo ou problema particular que esta sendo
considerado e do grau de resposta desejada. Deve ser entendido que a do-
sagem dietética especifica administrada em qualquer determinado caso sera
ajustada de acordo com os compostos especificos que estdo sendo adminis-
trados, o problema a ser tratado, a condigdo do individuo e os outros fatores
relevantes que podem modificar a atividade do ingrediente eficaz ou a res-
posta do individuo, conforme é bem conhecido por aqueles versados na téc-
nica. Em geral, uma Unica dose diaria ou dosagens diarias divididas podem
ser empregadas, conforme € bem conhecido na técnica.

Se administradas separadamente da racdo do animal, as formas
do auxiliar dietético podem ser preparadas através de combinacdo das

mesmas com veiculos comestiveis nao-toxicos farmaceuticamente aceita-
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veis para fazer formulagdes com liberacdo imediata ou liberagéo lenta, con-
forme & bem conhecido na técnica. Tais veiculos comestiveis podem ser
sélidos ou ligquidos tais como, por exemplo, amido de milho, lactose, sacaro-
se, flocos de soja, 6leo de amendoim, éleo de oliva, 6leo de gergelim e pro-
pileno glicol. Se um veiculo sélido é usado, a forma de dosagem dos com-
postos pode ser comprimidos, capsulas, poés, trociscos ou pastilhas ou tra-
tamentos de superficie, tais como formas microdispersiveis. Se um veiculo
liquido é usado, capsulas de gelatina mole ou xarope ou suspensdes liqui-
das, emulsdes ou solucdes podem ser a forma de dosagem. As formas de
dosagem podem também conter adjuvantes, tais como agentes conservan-
tes, estabilizantes, umidificantes ou de emulsificacdo, promotores de solu-
cao, etc. Elas também podem conter outras substancias terapeuticamente
valiosas. Um processo para preparagao de um veiculo comestivel granulado
em alta temperatura para liberacdo de enzima quando ingerido € descrito no
Pedido de Patente U.S. copendente No. de Série 09/910.579, depositado em
20 de Julho de 2001.

Em modalidades alternativas, vantagens significativas da inven-
cao podem incluir 1) facilidade de fabricagdo do ingrediente ativo carregado
em composicdes biocompativeis; 2) versatilidade, uma vez que elas se refe-
rem a classe de polimeros e/ou ingredientes ativos os quais podem ser utili-
zados; 3) maiores rendimentos e eficiéncias de carregamento; e 4) o forne-
cimento de formulagdes com liberagdo sustentada que liberam agentes ati-
vos intactos in vivo, assim, proporcionando uma liberagéo controlada de um
agente ativo durante um periodo prolongado de tempo. Em uma modalidade,
uma vantagem pode ser em virtude da distribuigdo local do agente no trato
digestivo (por exemplo, a moela) do organismo. Em um aspecto, a frase
"contido dentro" denota um método para formulagdo de um agente em uma
composicao util para liberagéo controlada, durante um periodo prolongado
de tempo do agente.

Em modalidades alternativas das composigbes com liberagao
sustentada ou liberacdo lenta da invengdo, uma quantidade eficaz de um

agente (por exemplo, uma enzima ou antibiético) é utilizada. Em um aspecto,
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liberagdo sustentada ou liberagao lenta se refere a liberacéo gradual de um
agente de um material biocompativel, durante um periodo prolongado de
tempo. A liberagao sustentada pode ser continua ou descontinua, linear ou
nao-linear e isso pode ser feito usando uma ou mais composi¢ées biodegra-
daveis ou nao-biodegradaveis, carregamentos de farmaco, selegao de exci-
pientes ou outras modificagdes. Contudo, deve ser reconhecido que pode
ser desejavel proporcionar uma composi¢do com liberagao "rapida" que pro-
porciona uma liberacao rapida uma vez consumida pelo organismo. Deve
também ser entendido que "liberagao" nao significa necessariamente que o
agente é liberado do veiculo biocompativel. Antes, em um aspecto, a libera-
cao lenta abrange ativagao lenta ou ativagao continua de um agente presen-
te sobre a composicao biocompativel. Por exemplo, uma fitase ndo precisa
ser liberada da composicdo biocompativel para ser eficaz. Nesse aspecto, a
fitase é imobilizada sobre a composigao biocompativel.

A racao para animal pode ser qualquer farinha organica conten-
do proteina normalmente empregada para ir de encontro aos requisitos die-
téticos de animais. Muitas de tais farinhas contendo proteina s&o, tipicamen-
te, compostas primariamente de milho, farinha de soja ou uma mistura de
farinha de milho/soja. Por exemplo, produtos tipicos comercialmente dispo-
niveis para alimentar aves incluem Egg Maker Complete, um produto de ra-
cao para aves da Land O'Lakes AG Services, bem como Country Game and
Turkey Grower, um produto da Agwa, Inc. (veja o Manual da The Emu Far-
mer por Phillip Minnaar e Maria Minnaar). Ambos esses produtos comercial-
mente disponiveis sdo exemplos tipicos de ragbes para animal com as quais
o presente auxiliar dietético e/ou a enzima fitase pode ser incorporada para
reduzir ou eliminar a quantidade de ingestao suplementar de fésforo, zinco,
manganés e ferro requerida em tais composigdes.

A invencao proporciona novas formulacdes e suplementos e adi-
tivos dietéticos e métodos para suplementagdo dietética de determinadas
dietas, por exemplo, dieta de Atkins, dieta vegetariana, dieta macrobidtica,
dieta veganismo ou dietas regionais, por exemplo, dietas de paises em de-

senvolvimento. Alimentos associados a determinadas dietas, tais como die-
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tas de Atkins, vegetariana, macrobiotica, veganismo ou regionai (por exem-
plo, dietas de paises em desenvolvimento) enfatizam determinadas catego-
rias de alimentos, tais como proteinas e gorduras, soja, etc. ou elas contam
com safras nativas, por exemplo, cereais, arroz, feijoes e semelhantes como
contribuintes substanciais ou os UGnicos para a nutricdo individual. Muitas
dessas safras baseadas em cereal tém niveis elevados (3 a 10 vezes) de
acido fitico. Produtos alimenticios processados, tais como hidrolisato de pro-
teina de soja e outros, parecem reter niveis elevados de acido fitico e sua
inclusdo como uma fonte de proteina em barras nutritivas, pés e outros ali-
mentos ou suplementos e ingredientes alimenticios aumenta a carga de aci-
do fitico experimentada pelos individuos que praticam essas dietas.

Prevencéo e reversio de perda éssea

A invencao também proporciona novas formulagdes dietéticas e
farmacéuticas a serem usadas como suplementos e aditivos e métodos para
suplementacao dietética, compreendendo fitases, por exemplo, incluindo
uma fitase da invencéo, para individuos predispostos a perda éssea, indivi-
duos com perda 0ssea e individuos com determinadas condigdes médicas,
por exemplo, osteoporose, caquexia e tratamentos médicos, tais como qui-
mioterapias, as quais comprometem a captagao ou utilizagéo apropriada de
nutrientes essenciais. Os métodos e as composigdes da invengao podem ser
usados sozinhos ou em combinag&o com outros suplementos ou regimes de
tratamento, incluindo com medicacdes e similares. Por exemplo, as formula-
¢coes, os suplementos dietéticos e os métodos para suplementagao dietética
podem ser administrados com outros suplementos dietéticos ou medicamen-
tos para o tratamento ou prevencado de osteoporose, por exemplo, com vita-
mina D3 e/ou calcio (os quais séo utilizados em prevengéo de perda éssea).
Em um aspecto, a invenc¢éao proporciona uma formulagdo compreendendo
uma fitase, por exemplo, qualquer fitase ou uma fitase da invengao, para
prevencdo de perda 6ssea. Em um aspecto, a invengéo proporciona uma
formulacdo compreendendo uma fitase, por exemplo, qualquer fitase ou uma
fitase da invencgao, para reverséo de perda O0ssea.

A formulacdo pode estar na forma de uma composi¢ao farma-
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céutica ou pode ser um aditivo a um produto farmacéutico, qualquer um dos
quais pode estar nas formas liquida, sélido, p6, logéo, pulverizagao ou ae-
rossol. Composicdes farmacéuticas e formulagdes da invengao para admi-
nistragcdo oral podem ser formuladas usando veiculos farmaceuticamente
aceitaveis bem conhecidos na técnica em dosagens apropriadas e adequa-
das. Tais veiculos permitem que os produtos farmacéuticos sejam formula-
dos em formas de dosagem unitaria, tais como pastilhas, pilulas, p6, dra-
geas, capsulas, liquidos, comprimidos, géis, xaropes, pastas, suspensoes,
etc. adequadas para ingestao pelo paciente. Preparagbes farmacéuticas pa-
ra uso oral podem ser formuladas como xaropes, pastas, suspensdes, etc.
adequados para ingestao pelo paciente. Preparagdes farmacéuticas para
uso oral podem ser formuladas como um excipiente sélido, opcionalmente
triturando uma mistura resultante e processando a mistura de granulos, apos
adicdo de compostos extra, se desejado, para obter comprimidos ou nucleos
de drageas. Excipientes sélidos adequados séo carboidrato ou proteina. En-
chedores incluem, por exemplo, acglicares, incluindo lactose, sacarose, mani-
tol ou sorbitol; amido de milho, trigo, arroz, batata ou outras plantas; celulo-
se, tais como metil celulose, hidroxipropil metil celulose ou carboxi metilcelu-
lose de sddio; e gomas, incluindo goma arabica e tragacanto; e proteinas,
por exemplo, gelatina e colageno. Agentes de desintegragéo ou solubiliza-
cao podem ser adicionados, tais como polivinil pirrolidona reticulada, agar,
acido alginico ou um sal do mesmo, tal como alginato de sédio.

A invengao proporciona suspensdes aquosas compreendendo
uma fitase, por exemplo, uma fitase da invengao, em mistura com excipien-
tes adequados para a fabricagdo de suspensdes aquosas. Tais excipientes
incluem um agente de suspensao, tal como carboximetil celulose de soédio,
metil celulose, hidroxipropil metil celulose, alginato de sédio, polivinilpirroli-
dona, goma tragacanto e goma acacia; e agentes de dispersédo ou umede-
cimento, tal como um fosfatideo que ocorre naturalmente (por exemplo, leci-
tina), um produto da condensagiao de um 6xido de alquileno com um acido
graxo (por exemplo, estearato de polioxietileno), um produto da condensa-

¢ao de oxido de etileno com um alcool alifatico de cadeia longa (por exem-
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plo, hetadeca etilenoxi cetanol), um produto da condensagédo de Oxido de
etileno com um éster parcial derivado de acido graxo e um anidrido de hexi-
tol (por exemplo, mono-oleato de polioxietileno sorbitol) ou um produto de
condensacao de oxido de etileno com éster parcial derivado de acido graxo
e anidrido hexitol (por exemplo, mono-oleato de polioxietileno sorbitano). A
suspensio aquosa pode também conter um ou mais conservantes tais como
p-hidroxibenzoato de etila ou de n-propila, um ou mais agentes de coloragao,
um ou mais agentes de flavorizagdo e um ou mais agentes adogantes, tais
como sacarose, aspartame ou sacarina. As formulagdes podem ser ajusta-
das quanto a osmolaridade.

O regime de dosagem também leva em consideragao parame-
tros farmacocinéticos bem conhecidos na técnica, isto &, a taxa de absorgéao
dos agentes ativos, biodisponibilidade, metabolismo, depuragao e similares
(veja, por exemplo, Hidalgo-Aragones (1996) J. Steroid Biochem. Mol. Biol.
58: 611-617; Groning (1996) Pharmazie 51: 337-341; Fotherby (1996) Con-
traception 54: 59-69; Johnson (1995) J. Pharm. Sci. 84: 1144-1146; Rohatagi
(1995) Pharmazie 50: 610-613; Brophy (1983) Eur. J. Clin. Pharmacol. 24:
103-108; a ultima edicdo de Remington, The Science and Practice of Phar-
macy, 202 Ed. Lippincott Williams & Wilkins). O estado da técnica permite ao
clinico determinar o regime de dosagem para cada paciente individual, agen-
te ativo e doenca ou condigéo tratada. Diretrizes fornecidas para composi-
¢bes similares usadas como produtos farmacéuticos podem ser usadas co-
mo orientacdo para determinar o regime de dosagem, isto &, esquema de
dose e niveis de dosagem administrados na pratica dos métodos da inven-
cao (por exemplo, reversdo de perda 6ssea ou prevengéo de perda Ossea)
sao apropriadas e corretas.

Suplementos para treinamento fisico

A invengao também proporciona novos suplementos e aditivos
dietéticos e métodos de uso dos mesmos compreendendo fitases, por e-
xemplo, qualquer fitase ou uma fitase da invengao, para individuo que so-
frem treinamento atlético ou outro fisico intenso, por exemplo, treinamento

de soldados. Treinamento atlético e hiperexercicio podem consumir os nutri-
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entes essenciais e requerer suplementagao dietética. Essas dietas e condi-
¢bes tém, em comum, uma falta de micronutrientes essenciais, tais como
metais (K, Ca, Fe, Zn, Mn, Se) e ions (PO4) necessarios para nutricdo étima.
Dietas ricas em acido fitico exacerbam esse problema e também podem le-
var a condigdes cronicas e agudas que resultam de dependéncia voluntaria
ou economicamente forcada de dietas ricas em alimentos com alto teor de
acido fitico.

Por exemplo, individuos que seguem varias dietas com baixo
teor de carboidrato ("baixo carb") sdo, frequentemente, afetados com caim-
bras musculares, por exemplo, nos musculos da perna. O conselho tipico
para isso € adicionar potassio, calcio e outros nutrientes extras a sua dieta.
A presente invencéo proporciona composi¢gdes para suplementagdo dietéti-
ca, auxiliares dietéticos e métodos para suplementacao da dieta para intensi-
ficar a nutricdo de outro modo comprometida via a mobilizacdo de macro e
micronutrientes usando suplementagao com fitase a dieta (incluindo uso de
qualquer fitase ou uma fitase da invengao).

Em um aspecto da invengéao, o uso de uma fitase (por exempilo,
uso de qualquer fitase ou uma fitase da invengao) é otimizado para demons-
trar os perfis termolabeis ou de estabilidade ao pH que a tornardo adequada
para adicao diretamente ao processamento de alimento e suplemento e/ou
demonstrar estabilidade e atividade intensificadas no trato gastrointestinal de
um ser humano ou animal.

A invengao também proporciona novos suplementos e aditivos
dietéticos e métodos de uso dos mesmos compreendendo fitases, por e-
xemplo, qualquer fitase ou uma fitase da inveng¢ao para individuos que estao
sofrendo suplementagao mineral. Suplementagdo mineral para pessoas com
alimentagao com alto teor de acido fitico pode, na verdade, exacerbar pro-
blemas com a disponibilidade de nutrientes. Referéncias na literatura suge-
rem que complexos de acido fitico, calcio e zinco sdo muito mais insollaveis
do que complexos de acido fitico e calcio. As pessoas frequentemente to-
mam suplementos multiminerais. A adigdo de fitase a um esquema aconse-

lhado para combinar suplementos minerais na presenca de alimentos com
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alto teor de acido fitico poderia tornar esses suplementos muito mais efica-
zes.

Em aspectos alternativos, as composigcbes e os métodos da in-
vencgao (compreendendo qualquer fitase ou uma fitase da invengao) séao u-
sados como suplementos ou aditivos para:

e programas de perda de peso para limitar a ingestao de grupos
de alimentos em particular, dietas vegetarianas, macrobiéticas ou veganis-
mo, os quais limitam ou excluem a ingestdo de carnes, vegetais escuros,
paes, etc. e outras dietas as quais focalizam a ingestao de nozes,

¢ suplementos especificos para individuos sob dietas com baixo

teor de carbono ricas em alimentos com alto teor de acido fitico para facilitar

os sintomas fisiolégicos de captagdo reduzida de minerais,

e regimes de treinamento atlético os quais buscam intensificar o
desempenho através de ingestao dietética, incluindo regimes de treinamento
militar,

» dietas de hospital configuradas para necessidades especificas
de pacientes com ingestao comprometida ou restrita a grupos de alimentos,

» dietas com legumes ou cereais pobres em micronutrientes nos
paises em desenvolvimento,

e programas de merendas escolares.

A invengao também proporciona kits compreendendo composi-
codes da invengdo (compreendendo qualquer fitase ou uma fitase da inven-
cido) e instrugdes para incorporagdo da composicao ou método da invencao
nessas dietas. Os kits podem compreender qualquer embalagem, rotulo,
bulas e similares.

Em um aspecto, a invengéo proporciona uma fitase natural ou
uma fitase otimizada da invencéo formulada para ou otimizada para (por e-
xemplo, sequéncia otimizada para) produgéo, processamento ou passagem
através do sistema de um ser humano ou animal, por exemplo, o trato diges-
tivo. A enzima fitase pode ser otimizada usando formulagdes alternativas.

Alternativamente, uma enzima fitase da invenc&o ou qualquer

fitase pode ser otimizada através de manipulacéo de sua sequéncia, por e-
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xemplo, usando evolugao dirigida, PCR propensa a erro, embaralhamento,
mutagénese oligonucleotideo-dirigida, PCR de montagem, mutagénese por
PCR sexual, mutagénese in vivo, mutagénese em cassete, mutagénese de
remontagem recursiva, mutagénese de remontagem exponencial, mutagé-
nese sitio-dirigida, remontagem de ligacao, GSSM® e qualquer combinagéo
dos mesmos, para reter a atividade durante processamento, ingestao no in-
testino humano.

As composigoes (por exemplo, formulacdes dietéticas compre-
endendo qualquer enzima fitase ou uma enzima fitase da invenc&o) podem
ser distribuidas através de uma série de formas para proporcionar eficacia
dietética. Por exemplo, a invengao proporciona composi¢des (por exemplo,
formulacdes dietéticas ou aditivos compreendendo qualquer enzima fitase ou
uma enzima fitase da invengdo) e métodos compreendendo uso de:

e em suplementos alimenticios embalados, tais como comprimi-
dos de mascar ou barras nutricionais,

e como um produto liofilizado disponivel para hidratagdo antes
de ingestéo,

e coembalado com produtos dietéticos, por exemplo, produto de
soja processado ou vendido como uma formulagédo com hidrolisato de prote-
ina de soja e outras fracSes de processamento de alimentos integrais que
sao vendidos como ingredientes na industria de alimentos processados,

e em produtos assados comerciais,

e pulverizados sobre cereais para café da manha,

o formulagdes administradas por pulverizagéo (por exemplo, s-
pray nasal),

e como um produto transgénico expresso em safras nativas, isto
é, cereais e legumes (por exemplo, como um produto transgénico de um mi-
cro-organismo, tal como uma bactéria),

e como um organismo transgénico, por exemplo, um micro-
organismo; por exemplo, um ser humano ou animal & alimentado com uma
bactéria ou outro micro-organismo capaz de fazer (e, em uma modalidade

alternativa, secretar) uma fitase recombinante, tal como uma fitase da inven-
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¢&o, apos ingestao ou implante, por exemplo, no intestino do ser humano ou
animal.

Produtos contendo fitase e métodos da invengéo podem ser
produzidos como um nutriente intensificado, nutriente compativel ou de outro
modo destacados pela capacidade de intensificar o desempenho de nutrien-
te e aliviar varios sintomas associados a deficiéncia de nutrientes.

Produtos contendo fitase e métodos da invengdo sdo usados
para aliviar os efeitos antinutritivos do fitato, o qual quela minerais dietéticos
importantes, tais como zinco, cobre, ferro, magnésio, estanho e calcio. Con-
sequentemente, os produtos contendo fitase e métodos da invencdo sao
usados como suplementos dietéticos para prevenir a precipitagcao de enzi-
mas de ligacao a metal e proteinas em alimentos ingeridos. Em um aspecto,
os produtos contendo fitase e métodos da invencao sao usados para aliviar
os efeitos antinutritivos de fitato em dietas de seres humanos, em particular
aquelas ricas em legumes e cereais, para aumentar a biodisponibilidade de
mineral. Em um aspecto, uma fitase em um suplemento dietético da inven-
¢ao catalisa a remogao hidrolitica parcial ou completa de ortofosfato de um
fitato, onde hidrélise completa de fitato resulta na produgao de 1 molécula de
inositol e 6 moléculas de fosfato inorganico.

Os produtos contendo fitase e métodos da invencao sao aplica-
veis a dieta de seres humanos e numerosos animais, incluindo aves e pei-
xes. Por exemplo, os produtos suplementos dietéticos contendo fitase e mé-
todos de suplementacao dietética da invengao podem ser praticados com
espécies comercialmente significativas, por exemplo, porcos, gado, ovelha,
cabras, roedores de laboratério (ratos, camundongos, hamsters e gerbil),
animais de pélo, tais como marta e raposa e animais de zdo, tais como ma-
cacos e micos, bem como mamiferos domésticos, tais como caes e gatos.
Espécies de ave comercialmente significativas tipicas incluem galinhas, pe-
rus, patos, ganso, faisdes, emu, avestruz, mobelhas, kiwi, pombos, papagai-
os, calopsita, cacatua, canarios, pinguins, flamingos e codornas. Peixes co-
mercialmente produzidos, tal como truta, também se beneficiarao dos auxili-

ares dietéticos divulgados aqui. Qutros peixes que podem se beneficiar in-
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cluem, por exemplo, peixes (especialmente em um ambiente de aquario ou
aquicultura, por exemplo, peixes tropicais), peixe-dourado e outras carpas
ornamentais, bagre, truta, salmao, tubarao, raia, linguado, solha, tilapia, pei-
xe-arroz, guppy, molly, platy, espadarte, peixe "paulistinha" e moreia.

Os produtos contendo fitase e métodos da invengao também s&o
usados em varios agar, géis, meios e solugdes usados em cultura de tecidos
e/ou células. Hidrolisatos de soja inconsistentes podem ser um problema
encontrado quando de uso de cultura de tecidos e/ou células. Em um aspec-
to, os produtos contendo fitase e métodos da invengdo sdao usados como
aditivos para meios de cultura de célula ou como tratamentos, por exemplo,
para aumentar o rendimento e consisténcia de desempenho da cultura de
ceélulas. Em um aspecto, a invengéo proporciona um hidrolisato para cultura
de células compreendendo fitases, por exemplo, fitases da invencgao.

Em um aspecto, para proporcionar um produto consistente, a
invengao proporciona métodos para a fabricagao de hidrolisatos, suplemen-
tos ou outros aditivos para cultura de células compreendendo fitases usando
biomarcadores de fitase. Por exemplo, o método compreendera "classifica-
¢ao" ou "marcacgao” de varias moléculas de fitase em bateladas de hidrolisa-
to, suplemento ou outro aditivo e, entdo, mistura das bateladas no hidrolisa-
to, suplemento ou outro aditivo para obter um padrao de biomarcador consis-
tente. Em um aspecto, o desempenho de cultura com cada batelada € medi-
do em (um) minirreator(es) e o desempenho de cada biomarcador e batelada
€ correlacionado. Em um aspecto, uma mistura é feita para gerar um produto
com um desempenho maior que é consistente ou melhor do que a média.
Em um aspecto, tiorredoxina (TRX) & adicionada para aumentar a biodispo-
nibilidade de muitas proteinas eliminando a estrutura secundaria causada
pelas ligacdes de dissulfeto. Em um aspecto, proteases também séo adicio-
nadas aos hidrolisatos, suplementos ou aditivos da invencao. As proteases
podem ser "classificadas" ou a qualidade controlada com outros biomarcado-
res (como uma fitase, conforme discutido acima) para dirigir o processo de
mistura.

Em um aspecto, a invengao proporciona métodos para a adigcao
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de fitases a graos e proporcionar um produto consistente usando um pro-
cesso de "classificacdo" ou controle de qualidade de biomarcador analogo
aquele descrito acima para os hidrolisatos, suplementos ou aditivos da in-
vengao.

Dietas enzima-intensificadas para eficiéncia de combate e moral intensifica-

das

Em um aspecto, a invengao proporciona novos suplementos die-
téticos e aditivos e métodos para suplementagao da dieta compreendendo
fitases, por exemplo, qualquer fitase ou uma fitase da invengao, para dietas
enzima-intensificadas para eficiéncia de combate e moral. Em um aspecto,
essas composigdes de suplemento dietético da invengao funcionam, in situ,
para intensificar a energia, vigor € moral em um formato estavel, facilmente
utilizavel e desejavel, ao mesmo tempo em que limita o desperdicio de ali-
mento.

Em um aspecto, as composi¢cées de suplemento dietético e mé-
todos da invencgao se dirigem ao desafio operacional militar compreendendo
distribuicdo eficiente de nutrientes e a satde, moral e eficacia operacional
associadas de soldados. A invengdo proporciona enzimas otimizadas para
funcionar eficientemente no intestino humano. Essas enzimas podem inten-
sificar a extragao de nutrientes e a geragao de energia, bem como prolongar
a manutengéao de suficiéncia nutricional e saciedade individual.

Além de fitase, outras enzimas, por exemplo, amilases, xilana-
ses, proteases, lipases, sdo usadas para a pratica das composigdes de su-
plemento dietético e métodos da invengdo. Em um aspecto, a invengao pro-
porciona formulagdes, suplementos alimenticios, alimentos, unidades de re-
feicbes prontas para comer autocontidas (MREs), bebidas, agentes de hidra-
tacdo e semelhantes compreendendo fitase, por exemplo, uma fitase da in-
vencgao e outra enzima, por exemplo, amilases, xilanases, proteases, lipases
ou uma combinagao das mesmas. Quando ingeridas com alimento, foi mos-
trado que essas enzimas intensificam a liberagdo de nutrientes criticos, por
exemplo, fosforo, metais e ions essenciais, aminoacidos e agucares. Além

disso, a coingestao dessas enzimas aumenta a mecéanica e absorcao gastro-
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intestinal através de despolimerizagdo de celulose, hemicelulose e amido
derivados de planta. O presente documento propde o desenvolvimento des-
sas enzimas como suplementos para dietas militares para proporcionar utili-
zacgéao intensificada de nutrientes para combate.

Em um aspecto, o suplemento alimenticio da invengao causa a
liberagao de fosfato essencial de fitato derivado de planta normalmente anti-
nutritivo, para aumentar o rendimento de energia do alimento e depdsito de
CaPO4 no osso. Em um aspecto, fitases e outras enzimas como suplemento
nutricional potencial podem suportar o pH do intestino e atividades de prote-
ase enddgena.

Em um aspecto, a invengao proporciona suplementos enzimati-
cos para ragdes, bebidas, alimentos, MREs, agentes de hidratagao e seme-
Ihantes para melhorar significativamente o valor nutricional, digestibilidade e
teor de energia de farinhas para militares (ou qualquer farinha, incluindo fari-
nha para o consumidor em geral e produtos de suplementacdo dietética)
servidas a combatentes em treinamento, batalha ou qualquer situagao es-
tressante. O suplemento pode ser formulado para facilidade de uso e trans-
porte pessoal (em ou com MREs, agentes de hidratagao, etc.). Em um as-
pecto, o suplemento enzimatico ndo comprometera a aparéncia, o sabor
e/ou a consisténcia do alimento. Em um aspecto, o produto melhora a saude
e aumenta o vigor de combatentes.

Em aspectos alternativos, o suplemento enzimatico é distribuido
através de uma série de formas para proporcionar eficacia dietética; por e-
xemplo, a invengao proporciona fitases, incluindo fitases da invencao e, em
alguns aspectos, enzimas adicionais em:

e suplementos de bebida ou alimenticios embalados, tais como
MREs, ragées, kits de sobrevivéncia, agentes de hidratagdo, comprimidos
mastigaveis ou barras nutricionais;

e como um produto liofilizado (por exemplo, um pd) disponivel
para hidratagao antes de ingestéo,

e coembalados com produtos dietéticos, alimentos, bebidas, por

exemplo, produto de soja processado ou uma formulacdo com hidrolisato de
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proteina de soja e outras fragbes de processamento de alimentos integrais

que sao vendidos como ingredientes pela industria de alimentos processa-

dos;

e em produtos assados;

» pulverizados sobre cereais;

e formulagdes tais como comprimidos, geltabs, capsulas, sprays
e similares.

Em um aspecto, as composi¢cdées e os métodos da invencao pro-
porcionam suplementacao nutricional que libera rapidamente calorias e ma-
cro-e micronutrientes de farinhas ingeridas. Em um aspecto, as composicdes
e os métodos da invengéo proporcionam energia e resisténcia corporal aos
individuos em situagtes estressantes, por exemplo, envolvendo hiperexerci-
cio e periodos descontinuos de privagdo. Em um aspecto, as composices e
os meétodos da invengdo proporcionam enzimas otimizadas e formuladas
para funcionar eficazmente no intestino humano, ao mesmo tempo em que
mantém a estabilidade, vida util e transportabilidade para um ambiente dese-
jado, por exemplo, um ambiente militar.

Em um aspecto, as composigdes e os métodos da invengao pro-
porcionam formulagdes para caracteristicas de sabor, capacidade de disso-
lugao, capacidade de mastigagao e eficiéncia de transporte pessoal do pro-
duto. Em um aspecto, as composi¢gdes e os métodos da invengao ainda
compreendem outros componentes, tais com potassio, glicose, CaCl2. Ca-
CI2 na formulagdo pode se combinar com o fosfato liberado e, por sua vez,
intensificar o depésito 6sseo e ganho de peso. Em um aspecto, as composi-
¢des e métodos da invencdo ainda compreendem formulagbes de outras
enzimas, tais como proteases, celulases, hemicelulases, para digestao de
proteina, celulose e hemicelulose, respectivamente. Essas enzimas podem
melhorar a disponibilidade de proteina e amido e, ainda, aumentar a absor-
c¢ao de ferro de muitos alimentos ricos em ferro.

Em um aspecto, as composi¢cdes e os métodos da invengao ain-
da compreendem enzimas para hidrélise de alimentos derivados de material

vegetal os quais sao ricos em polimeros baseados em glicose e xilose, celu-
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lose, hemicelulose e amido, bem como no polimero de aminoacido, proteina.
Em um aspecto, as composi¢des e os métodos da invengao facilitam a hidro-
lise de materiais poliméricos em alimentos; isto &, facilitar a digestdo comple-
ta de polimeros em monémeros, por exemplo, polissacarideos em agucares
monomericos ou proteinas em por¢gdes de aminoacido. Assim, nesse aspec-
to, as composicdes e métodos da invengao permitem que um alimento, uma
bebida ou uma ragao obtenham seu valor calérico e nutricional total. Em um
aspecto, a suplementagao com enzima compreende o uso de enzimas esta-
veis, por exemplo, hidrolases de varios tipos, celulases, hemicelulases, ami-
lases, lipases, amidases, proteases e outras enzimas. Em um aspecto, as
enzimas usadas nas composi¢des e os métodos da invengao podem supor-
tar as condicdes ambientais do intestino, isto &, estabilidade em baixo pH e
na presenga de proteases gastricas.

Usos industriais de fitases

Além daqueles descritos acima, a invengao proporciona novos
usos industriais para fitases, incluindo o uso das novas fitases da invengao.

Reducéo de poluicao por fosfato no ambiente

Em um aspecto, a invengao proporciona composigées compre-
endendo fitases (incluindo as fitases da invencao) para adicdo a aguas ser-
vidas ou pithas de estrume para converter acido fitico "ambiental". Em um
aspecto, isso serve as finalidades de redugéo de polui¢gdo e aumento da dis-
ponibilidade de nutriente. A invengdo também proporciona composigcbes e
métodos para adi¢cdo de uma fitase ao solo, corpos naturais ou artificiais de
agua (por exemplo, lagos, reservatérios, pogos, reservatorios naturais e simi-
lares), esgoto municipal, qualquer efluente de aguas servidas e similares.
Conforme descrito acima, a invengao proporciona composi¢des e métodos
para redugéo dos niveis de fitato em aguas servidas ou esgoto , por exem-
plo, um estrume de animal, em que o animal é alimentado com um auxiliar
dietético contendo uma quantidade eficaz de uma fitase, por exemplo, uma
fitase da invengdao. Uma aplicagdo exemplificativa das composicdes e os
métodos da invencao é reduzir a poluigao por fosfato no ambiente. Assim, as

composicdes e métodos da invengdo podem ser usados em qualquer aplica-
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¢ao que reduz a poluicao através de degradacéao de acidos fiticos.
Aplicacdes em fazenda e crescimento de plantas

Em um aspecto, a inven¢do proporciona composi¢cdes compre-
endendo fitases (incluindo as fitases da invencéao) e métodos para aplica-
¢Oes em fazenda ou outras aplicacdes de crescimento de planta, por exem-
plo, adicao de fitases a fertilizantes ou aditivos alimenticios vegetais (por
exemplo, MIRACLEGROW®) para plantas, por exemplo, plantas domésticas.
No uso das composigdes € dos métodos da invencado para aplicagdes em
fazenda, os usuarios incluem fazendas organicas. As composi¢cdes e 0s mé-
todos da invengdo podem ser usados para adigdo de fitases a qualquer solo
deficiente de fosforo ou que precisa de fosforo suplementar para uma safra
ou aplicacao em particular. Em virtude do fato de o fésforo liberado ajudar o
crescimento da planta, as composi¢gées € os métodos da invengdo podem
ser usados para adigao de fitases a qualquer coisa que tenha alga ou mate-
rial vegetal.

Produtos de fabricacéao

A invencao proporciona uma variedade de produtos de fabrica-
cao compreendendo uma ou mais fitases da presente invencao. Por exem-
plo, em um aspecto, a invengao proporciona composi¢cdes compreendendo
fitases (incluindo as fitases da invengao) e métodos para aplicagbes cosmeé-
ticas, por exemplo, xampus, lo¢cbes ou sabonetes contendo produtos vege-
tais.

Em um aspecto, a invengao proporciona composigcbes compre-
endendo fitases (incluindo as fitases da invengéao) e métodos para imobiliza-
¢ao da fitase. Em um aspecto, a fitase imobilizada atua como um mecanismo
de liberacdo controlada. Por exemplo, em um aspecto, a invengao propor-
ciona formulagées com liberagéo controlada (liberagdo com o tempo) de fita-
ses para aplicacdo ao solo, por exemplo, argila, a plantas domesticas, etc.
Em um aspecto, as fitases sdo imobilizadas em contas, por exemplo, contas
polisorb. Essas contas podem ser distribuidos ao solo, por exemplo, para
plantas agricolas ou domésticas. Em outro aspecto, formulagcdées com libera-

cao controlada (liberagao com o tempo) de fitases da invengao sao usadas
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em suplementos dietéticos e aditivos.

Biocombustiveis e conversio de biomassa

A invencgéao proporciona métodos para a fabricacido de combusti-
veis, por exemplo, biocombustiveis, compreendendo o uso de uma ou mais
fitases da presente invencao; incluindo fornecimento de combustiveis, por
exemplo, biocombustiveis compreendendo uma ou mais fitases da presente
invengao. A invencéo proporciona métodos para conversdo de biomassa
compreendendo o uso de uma ou mais fitases da presente invengéo.

Em um aspecto, a invengao proporciona composi¢cdes compre-
endendo fitases (incluindo as fitases da invengdo) e métodos para uso da
fitase em um processo de producgéo de alcool ou fermentagao, por exemplo,
producao de etanol. Por exemplo, as composi¢cées e os métodos da inven-
¢ao podem ser usados para proporcionar alternativas ou adjuntos eficazes e
sustentaveis ao uso de produtos baseados em petréleo, por exemplo, como
uma mistura de bioetanol e gasolina.

A presente invengdo proporciona organismos expressando en-
zimas da invengao para participacdo em ciclos quimicos envolvendo conver-
sao de biomassa natural. Ailém disso, a combinacao de fitase (por exemplo,
uma enzima da presente invengdo) com uma ou mais enzimas de degrada-
¢ao de amido, tais como amilase ou glicoamilase, melhora a produgéo de
etanol a partir de amido. A invencgao proporciona métodos para a descoberta
e implementacao das enzimas mais eficazes para permitir esses novos pro-
cessos industriais importantes de "conversdo de biomassa" e energia alter-
nativa.

Conversao de biomassa e producédo de biocombustiveis limpos

A invengao proporciona polipeptideos, incluindo enzimas (fitases
da invengao) e anticorpos e métodos para o processamento de uma biomas-
sa ou qualquer material lignocelulésico (por exemplo, qualquer composi¢céo
compreendendo uma celulose, hemicelulose e lignina) a um combustivel
(por exemplo, um bioetanol, biopropanol, biobutanol, biopropanol, biometa-
nol, biodiesel), além de ragdes, alimentos e produtos quimicos. Por exempilo,

em um aspecto, uma enzima da invengao decompde o acido fitico indigerivel
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(fitato) em uma biomassa (por exemplo, um material lignocelulésico, um grao
ou uma semente no solo) para liberar fésforo digerivel; assim, em uma mo-
dalidade, as fitases da presente invencdo sdo usadas para tratar ou pré-
tratar uma biomassa.

Assim, as composigcbes e os métodos da invencao podem ser
usados na produgao e/ou processamento de biocombustiveis, por exemplo,
para proporcionar alternativas e/ou adjuntos eficazes e sustentaveis ao uso
de produtos baseados em petréleo; por exemplo, composi¢cdes e métodos da
invencdo podem ser usados com uma mistura de enzimas para produzir um
biocombustivel - tal como biometanol, bioetanol, biopropanol, biobutanol,
biodiesel e similares; os quais podem ser adicionados a um combustivel die-
sel, uma gasolina, um querosene e similares. A invengao proporciona orga-
nismos expressando enzimas da invengao para participagdo em ciclos qui-
micos envolvendo conversdo de biomassa natural. Em um aspecto, as enzi-
mas e os métodos para a conversao sao usados em grupos de enzima para
processamento eficiente de biomassa em conjunto com a despolimerizagao
de polissacarideos, polimeros celulésicos e/ou hemicelulésicos em porgbes
de carbono metabolizaveis (por exemplo, fermentaveis). A invengao propor-
ciona métodos para a descoberta e implementagdo das enzimas mais efica-
zes para permitir esses novos processos industriais importantes de "conver-
sdo de biomassa" e energia alternativa.

As composicdes e os métodos da invengdo podem ser usados
para proporcionar alternativas ou adjuntos eficazes e sustentaveis ao uso de
produtos baseados em petroleo, por exemplo, como uma mistura de bioeta-
nol, biopropanol, biobutanol, biopropanol, biometanol e/ou biodiesel e gasoli-
na. A invengéo proporciona métodos para a descoberta e implementagao
das enzimas mais eficazes para permitir esses novos processos industriais
importantes de "conversao de biomassa" e energia alternativa.

A invencao proporciona métodos, enzimas e misturas de enzi-
mas ou "coquetéis" da invengdo para processamento de um material, por
exemplo, um material de biomassa, por exemplo, composicées compreen-

dendo um celo-oligossacarideo, um oligdmero de arabinoxilano, uma lignina,
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uma lignocelulose, um xilano, um glicano, uma celulose e/ou um agucar fer-
mentavel; por exemplo, incluindo métodos compreendendo contato da com-
posigao com um polipeptideo da invengédo ou um polipeptideo codificado por
um acido nucleico da invengao em que, opcionalmente, o material é derivado
de uma safra agricola (por exemplo, trigo, cevada, batatas, graminea, ma-
deira de alamo), € um subproduto da produgao de um alimento ou racéo, é
um produto residual lignocelulésico ou € um residuo de planta ou um papel
residual ou produto residual de papel e, opcionalmente, o residuo de planta
compreende caules, folhas, cascas, milho ou sabugos de milho, ensilagem
de milho, fibra de milho, feno, palha (por exemplo, palha de arroz ou palha
de trigo), bagac¢o de cana-de-aglcar, polpa de beterraba sacarinica, polpa
de citricos e cascas de citricos, madeiras, aparas de madeira, lascas de ma-
deira, polpa de madeira, residuo de polpa, residuo de madeira, restos de
madeira e serragem, residuos e restos de construgdo e/ou demoligao (por
exemplo, madeira, lascas de madeira e serragem) e opcionalmente o resi-
duo de papel compreende papel de fotocépia descartado ou usado, papel de
impressora de computador, papel de caderno, papel de agenda, papel de
maquina de escrever, jornais, revistas, papeldao e materiais de embalagem
baseados em papel e materiais de papel reciclado. Além disso, residuos ur-
banos, por exemplo, a fragdo de papel de residuos sélidos municipais, resi-
duos de madeira municipais e residuos verdes municipais, junto com outros
materiais contendo aglcar, amido e/ou celulose podem ser usados. Em mo-
dalidades alternativas, o processamento do material, por exemplo, do mate-
rial de biomassa, gera um bioalcool, por exemplo, um biodiesel, bioetanol,
biometanol, biobutanol ou biopropanol.

Alternativamente, o polipeptideo da invengéao pode ser expresso
no material de planta de biomassa ou estoque de alimentacao em si.

Os métodos da invengao também incluem tomar o material lig-
noceluldsico convertido (processado pelas enzimas da invengéo) e transfor-
ma-lo em um combustivel (por exemplo, um bioalcool, por exemplo, um bioe-
tanol, biometanol, biobutanol ou biopropanol ou biodiesel) através de fer-

mentagao e/ou sintese quimica. Em um aspecto, os agucares produzidos
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sao fermentados e/ou os produtos nao-fermentados sao gaseificados.

Os métodos da invengao também incluem converséo de algas,
Oleos vegetais virgens, 6leos vegetais residuais, gorduras e sebos de ani-
mais (por exemplo, sebo, banha e gordura amarela) ou aguas servidas u-
sando as enzimas da invencao e transformando-os em um combustivel (por
exemplo, um bioalcool, por exemplo, um bioetanol, biometanol, biobutanol
ou biopropanol ou biodiesel) através de fermentagao e/ou através de sintese
quimica ou conversao.

As enzimas da inveng¢ao (incluindo, por exemplo, organismos,
tais como micro-organismos, por exemplo, fungos, levedos ou bactérias, que
produzem e, em alguns aspectos, secretam as enzimas recombinantes da
invengao) podem ser usadas em ou incluidas/integradas em qualquer esta-
gio de qualquer processo de conversao de biomassa, por exemplo, em qual-
quer uma etapa, varias etapas ou incluidas em todas as etapas ou todos os
meétodos a seguir de processos de conversdo de biomassa ou todas essas
alternativas a biocombustivel:

e« Combustdo direta: a queima de material através de calor direto

€ a tecnologia de biomassa mais simples; pode ser muito econdémica se uma
fonte de biomassa esta proxima.

¢ Pirdlise: € a degradagéao térmica de biomassa através de calor
na auséncia de oxigénio. Em um aspecto, a biomassa é aquecida para uma
temperatura entre cerca de 800 e 1400 graus Fahrenheit, mas nenhum oxi-
génio é introduzido para sustentar a combustéo, resultando na criagao de
gas, 6leo combustivel de carvao.

e Gaseificacéo: a biomassa pode ser usada para produzir meta-

no através de aquecimento ou digestdo anaerdbica. Syngas, uma mistura de
monoéxido de carbono e hidrogénio, pode ser derivado da biomassa.

e Gas de Aterro: é gerado pelo declinio (digestao anaerodbica) de

lixo enterrado em aterros. Quando o residuo organico se decompode, ele gera
gas consistindo em aproximadamente 50% de metano, o principal compo-

nente do gas natural.
e Digestao Anaerdbica: converte matéria organica em uma mis-
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tura de metano, o principal componente do gas natural e diéxido de carbono.
Em um aspecto, a biomassa, tal como aguas servidas (esgoto), estrume ou
residuo de processamento de alimento, € misturada com agua e alimentada
a um tanque de digestao sem ar.

e Fermentacao

e Fermentacao de alcool: alcool combustivel é produzido através

de conversdo de massa celulésica e/ou amido em acucar, fermentacao do
anticorpo em alcool, entao, separagdo da mistura aquosa de alcool através
de destilagdo. Estoques de alimentacdo, tais como safras especializadas
(por exemplo, milho, trigo, cevada, batatas, graminea, Miscanthus, madeira
de alamo), residuos e restos agricolas (por exemplo, palha de arroz, ensila-
gem de milho, bagago de cana-de-agulcar, cascas de arroz, fibra de milho,
polpa de beterraba sacarinica, polpa de citricos e cascas de citricos), resi-
duos de floresta (por exemplo, aparas de madeira dura e madeira macia,
residuos de madeira dura e madeira macia de operac¢des de corte de madei-
ra, lascas de madeira e serragem), residuos urbanos (por exemplo, fracdo
de papel de residuos sélidos municipais, residuos de madeira municipais,
residuos verdes municipais), residuos de madeira (por exemplo, residuos de
moagem de serra, residuos de moagem de polpa, residuos de construgao,
residuos de demolicao, aparas de madeira e serragem) e papel residual ou
outros materiais contendo agucar, amido e/ou celulose podem ser converti-
dos em agucares e, entao, a um alcool através de fermentacao com levedo.
Alternativamente, materiais contendo acgucares podem ser convertidos dire-
tamente em alcool através de fermentacao.

e Transesterificacdo: uma reagao exemplificativa para conversao

de 6leo em biodiesel é denominada transesterificagdo. O processo de tran-
sesterificac&o reage um alcool (tal como metanol) com os éleos de trigliceri-
deo contidos em Oleos vegetais, gorduras animais ou gorduras recicladas,
formando alquil ésteres de acido graxo (biodiesel) e glicerina. A reacao re-
quer calor e um forte catalisador de base, tal como hidroxido de sodio ou
hidréoxido de potassio.

o Biodiesel: biodiesel € uma mistura de alquil ésteres de acido
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graxo feitos de 6leos vegetais, gorduras animais ou gorduras recicladas. O
biodiesel pode ser usado como um combustivel para veiculos em sua forma
pura, mas & usualmente usado como um aditivo ao diesel de petréleo para
reduzir os niveis de particulas, mondxido de carbono, hidrocarbonetos e
produtos téxicos no ar de veiculos supridos por diesel.

o Hidrdlise: inclui hidrélise de um composto, por exemplo, uma
biomassa, tal como um material lignocelulésico, catalisada usando uma en-
zima da presente invengéao.

e Co-geragido: € a produgao simultdnea de mais de uma forma
de energia usando um Unico combustivel e instalagdo. Em um aspecto, a co-
geragao de biomassa tem mais crescimento potencial do que a geracéao de
biomassa sozinha porque a co-geragcao produz calor e eletricidade.

Em um aspecto, os polipeptideos da invengcdo podem ser usa-
dos em conjunto com outras enzimas, por exemplo, hidrolases ou enzimas
tendo atividade celulolitica, por exemplo, uma glucanase, endoglucanase,
manase e/ou outra enzima, para a geragdo de um combustivel, tal como um
bioalcool, por exemplo, um bioetanol, biometanol, biobutanol ou biopropanol
ou biodiesel, a partir de qualquer material organico, por exemplo, uma bio-
massa, tal como composi¢des derivadas de plantas e animais, incluindo
qualquer safra agricola ou outro estoque de alimentagédo renovavel, um resi-
duo agricola ou um residuo animal, os componentes organicos de residuos
municipais e industriais ou residuos ou restos de construgdo ou demoligdo
ou micro-organismos, tais como algas ou levedo.

Em um aspecto, os polipeptideos da invengao s&o usados em
processos para conversdo de biomassa lignocelulésica a um combustivel
(por exemplo, um bioalcool, por exemplo, um bioetanol, biometanol, biobuta-
nol ou biopropanol ou biodiesel) ou de outro modo s&o usados em processos
para hidrélise ou digestao de biomateriais, de modo que eles podem ser u-
sados como um combustivel (por exemplo, um bioaicool, por exemplo, um
bioetanol, biometano!l, biobutanol ou biopropanol ou biodiesel) ou para tornar
mais facil para que a biomassa seja processada em um combustivel.

Em um aspecto alternativo, os polipeptideos da invengao, inclu-
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indo a mistura de enzimas ou "coquetéis" da invencgio, sdo usados em pro-
cessos para a transesterificacdo de reagdo de um alcool (tal como etanol,
propanol, butanol, propanol, metanol) com um oéleo de triglicerideo contido
em um oOleo vegetal, gordura animal ou gorduras recicladas, formando alquil
ésteres de acido graxo (biodiesel) e glicerina. Em um aspecto, biodiesel é
feito de oleo de soja ou 6leos de cozinha reciclados. Gorduras animais, ou-
tros bleos vegetais e outros 6leos reciclados também podem ser usados pa-
ra produzir biodiesel, dependendo de seus custos e disponibilidade. Em ou-
tro aspecto, misturas de todos os tipos de gorduras e éleos sao usadas para
produzir um combustivel biodiesel da invengao.

As enzimas da invencgéo, incluindo as misturas de enzimas ou
"coquetéis" da invengao também podem ser usados no refino de glicerina. O
subproduto da glicerina contém catalisador ndo reagido e sabdes que séao
neutralizados com um &acido. Agua e alcool sdo removidos para produzir
50% a 80% de glicerina bruta. Os contaminantes restantes incluem gorduras
e Oleos nao reagidos, os quais podem ser processados usando os polipepti-
deos da invengdo. Em grandes fabricas de biodiesel da invenc¢ao, a glicerina
pode ser ainda purificada, por exemplo, para 99% ou uma pureza maior, pa-
ra as industrias farmacéutica e cosmética.

Combustiveis (incluindo bioalcoois, tais como bioetanol, biome-
tanol, biobutanol ou biopropanol ou biodiesel) feitos usando os polipeptideos
da invengao, incluindo a mistura de enzimas ou "coquetéis" da invencao,
podem ser usados com oxigenatos de combustivel para melhorar as caracte-
risticas de combustdo. A adicdo de oxigénio resulta em combustdo mais
completa, o que reduz as emissdes de monéxido de carbono. Esse € outro
beneficio ambiental de substituicAo de combustiveis de petrdleo por biocom-
bustiveis (por exemplo, um combustivel da invencao). Um biocombustivel
feito usando as composi¢des e/ou métodos da presente invencao podem ser
misturados com gasolina para formar uma mistura E10 (cerca de 5% a 10%
de etanol e cerca de 90% a 95% de gasolina), mas pode ser usado em con-
centragdes maiores, tal como E85 ou em sua forma pura. Um biocombustivel

feito usando as composi¢coes e/ou métodos da presente invencéao pode ser
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misturado com diesel de petréleo para formar uma mistura B20 (20% de bio-
diesel e 80% de diesel de petréleo), embora outros niveis de mistura possam
ser usados, até B100 (biodiesel puro).

A invencao também proporciona processos usando enzimas da
presente invencao para a fabricacao de biocombustiveis (incluindo bioalco-
ois, tais como bioetanol, biobutanol ou biopropanol ou biodiesel) a partir de
composigdes compreendendo uma biomassa, por exemplo, uma fonte deri-
vada de planta, tal como uma biomassa lignocelulésica. O material de bio-
massa pode ser obtido de safras agricolas, como um subproduto da produ-
¢do de alimento ou ragao ou como produtos residuais, incluindo produtos
residuais lignoceluldsicos, tais como residuos de planta, papel residual ou
residuos ou restos de construgcao e/ou demolicao. Exemplos de fontes vege-
tais ou residuos de planta adequados para tratamento com os polipeptideos
da invencgao incluem laminaria, algas, graos, sementes, caules, folhas, cas-
cas, sabugos de milho, ensilagem de milho, palha, cana-de-agucar, bagago
de cana-de-agticar, gramineas (por exemplo, grama Indiana, tal como Sor-
ghastrum nutans ou graminea, por exemplo, espécies Panicum, tal como
Panicum virgatum) e semelhantes, bem como madeira, lascas de madeira,
polpa de madeira e serragem. Exemplos de residuos de papel adequados
para tratamento com os polipeptideos da invengao incluem papel de fotoco-
pia descartado, papel de impressora de computador, papel de caderno, pa-
pel de agenda, papel de maquina de escrever e semelhantes, bem como
jornais, revistas, papeldao e materiais de embalagem baseados em papel.
Exemplos de residuos e restos de construgdo e demolicao incluem madeira,
recortes de madeira, aparas de madeira e serragem.

Em uma modalidade, as enzimas, incluindo a mistura de enzi-
mas ou “"coquetéis”" da inveng¢ao e métodos da invengédo podem ser usados
em conjunto com meios mais "tradicionais" de fabricagcéo de etanol, metanol,
propanol, butanol, propanol e/ou diesel de biomassa, por exemplo, como
métodos compreendendo hidrélise de materiais lignoceluldsicos submetendo
o material lignocelulésico seco em um reator a um catalisador compreendido

de uma solucgao diluida de um acido forte e um sal de metal; isso pode dimi-
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nuir a energia de ativacdo ou a temperatura da hidrélise de celulose para
obter maiores rendimentos de aglcar; veja, por exemplo, Patentes U.S. Nos.
6.660.506 e 6.423.145.

Outro método exempilificativo que incorpora o uso das enzimas
da invengao, incluindo a mistura de enzimas ou "coquetéis" da invengao
compreende hidrélise de uma biomassa, incluindo qualquer material lignoce-
lulésico, por exemplo, contendo hemicelulose, celulose e lignina ou qualquer
outro polissacarideo que pode ser hidrolisado, submetendo o material a uma
primeira etapa de hidrélise em um meio aquoso em uma temperatura € uma
pressao escolhidas para realizar primariamente despolimerizacdo de hemi-
celulose sem grande despolimerizagao de celulose em glicose. Essa etapa
resulta em uma pasta na qual a fase aquosa liquida contém monossacari-
deos dissolvidos resultantes da despolimerizagdo de hemicelulose e uma
fase sélida contendo celulose e lignina. Uma segunda etapa de hidrélise po-
de compreender condigbes de modo que pelo menos uma porgao principal
da celulose & despolimerizada, tal etapa resultando em uma fase aquosa
liquida contendo produtos de despolimerizagao dissolvidos/soluveis de celu-
lose. veja, por exemplo, Patente U.S. No. 5.536.325. Enzimas da invencao
(incluindo as misturas ou "coquetéis" de enzimas da invengédo) podem ser
adicionadas em qualquer estagio desse processo exemplificativo.

Outro método exemplificativo que incorpora o uso de enzimas da
invencgéo, incluindo a mistura de enzimas ou "coquetéis" da invengao com-
preende processamento de um material de biomassa contendo lignocelulose
através de um ou mais estagios de hidrélise com acido diluido com cerca de
0,4% a 2% de acido forte; e tratamento de um componente lignocelulésico
solido nao reagido do material de biomassa hidrolisado através de delignifi-
cacao aicalina para produzir precursores para termoplasticos biodegradaveis
e derivados. Veja, por exemplo, Patente U.S. No. 6.409.841. As enzimas da
invencdo podem ser adicionadas em qualquer estagio desse processo e-
xemplificativo.

Outro método que incorpora o uso de enzimas da invengao, in-

cluindo a mistura de enzimas ou "coquetéis" da invengcado compreende mate-
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rial lignocelulésico pré-hidrélise em um reator de pré-hidrolise; adicao de um
liquido acido ao material lignocelulésico sélido para fazer uma mistura; a-
quecimento da mistura para a temperatura de reagéo; manutencéao da tem-
peratura de reacdo durante um tempo suficiente para fracionar o material
lignocelulésico em uma porgéo solubilizada contendo pelo menos cerca de
20% da lignina do material lignocelulésico e uma fragéao sélida contendo ce-
lulose; remogao de uma porgdo solubilizada da fragao solida enquanto em
ou préximo da temperatura de reacédo, em que a celulose na fragado soélida é
tornada mais passivel a digestdo enzimatica; e recuperagao de uma porgao
solubilizada. Veja, por exemplo, Patente U.S. No. 5.705.369. As enzimas da
invencao podem ser adicionadas em qualquer estagio nesse processo e-
xemplificativo.

A invengao proporciona métodos para a fabricagdo de composi-
¢Oes combustiveis para motor (por exemplo, para motores de igni¢gao a cen-
telha) baseados em hidrocarbonetos liquidos misturados com um alcool de
grau combustivel feito usando uma enzima ou um método da invengdo. Em
um aspecto, os combustiveis feitos através do uso de uma enzima da inven-
¢do compreendem, por exemplo, gas carvao liquido ou misturas de gas li-
quido natural-etanol. Em um aspecto, um co-solvente derivado de biomassa
€& 2-metiltetrahidrofurano (MTHF). Veja, por exemplo, Patente U.S. No.
6.712.866.

Em um aspecto, os métodos da invengdo para a degradacgao
enzimatica de lignocelulose, por exemplo, para a produgao de biocombusti-
veis (incluindo bioalcoois, tal como bioetanol, biometanol, biobutanol ou bio-
propanol ou biodiesel) a partir de material lignocelulésico também pode
compreender o uso de tratamento ultra-sénico do material de biomassa; ve-
ja, por exemplo, Patente U.S. No. 6.333.181.

Em outro aspecto, os métodos da invencao para a produgéo de
biocombustiveis (incluindo bioalcoois, tal como bioetanol, biometanol, biobu-
tanol ou biopropanol ou biodiesel) a partir de um substrato celuldésico com-
preende fornecimento de uma mistura de reagcdo na forma de uma pasta

compreendendo substrato celulésico, uma enzima da presente invencao e
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um agente de fermentacédo (por exemplo, dentro de um vaso de reagéao, tal
como um biorreator de alimentagcdo de sélidos semi-continuamente) e a mis-
tura de reagéao é reagida sob condigdes suficientes para iniciar @ manter uma
reacao de fermentagado (conforme descrito, por exemplo, no Ped. de Pat.
U.s. No. 20060014260). Em um aspecto, calculos experimentais ou teoricos
podem determinar a frequéncia de alimentacdo 6tima. Em um aspecto,
quantidades adicionais do substrato celulésico e da enzima sao fornecidas
ao vaso de reagao em um intervalo de acordo com a frequéncia de alimenta-
¢ao otimizada.

Um processo exemplificativo para a fabricagao de biocombusti-
veis (incluindo bioalcoois, tal como bioetanol, biometanol, biobutanol ou bio-
propanol ou biodiesel) da invengdo é descrito nas Pub. de Ped. de Pat. U.S.
Nos. 20050069998; 20020164730; e, em um aspecto, compreende estagios
de trituracao da biomassa lignoceluldsica (por exemplo, para um tamanho de
15-30 mm), sujeicao do produto obtido a um pré-tratamento de explosao a
vapor (por exemplo, em uma temperatura de 190-230 oC) durante entre 1 e
10 minutos em um reator; coleta do material pré-tratado em um ciclone ou
produto de fabricagéo relacionado; e separagao das fragdes liquida e sélida
através de filtragao em uma prensa de filtro, introducao da fragao sélida em
um depdsito de fermentagao e adicdo de uma ou mais enzimas da invengao,
por exemplo, uma enzima celulase e/ou e beta-glicosidade (por exemplo,
dissolvida em tampao de citrato, pH de 4,8).

Outro processo exemplificativo para a fabricagao de biocombus-
tiveis (incluindo bioalcoois, tal como bioetanol, biometanol, biobutanol ou
biopropanol ou biodiesel) da invengdo compreendendo bioetanol, biometa-
nol, biobutanol ou biopropanol usando as enzimas da invengcado compreende
pré-tratamento de um material de iniciagdo compreendendo um estoque de
alimentacéao lignocelulésico compreendendo pelo menos hemicelulose e ce-
lulose. Em um aspecto, o material de iniciacado compreende batatas, soja
(colza), cevada, centeio, milho, aveias, trigo, beterrabas ou cana-de-agucar
ou um componente ou residuo ou subproduto da produgao de alimento e

racao. O material de iniciagao ("estoque de alimentagao"”) € reagido em con-
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dicdes as quais rompem a estrutura fibrosa da planta para realizar pelo me-
nos uma hidrolise parcial da hemicelulose e celulose. Condigdes para ruptu-
ra podem compreender, por exemplo, sujei¢do do material de iniciacado a
uma temperatura média de 180 oC a 270 oC em um pH de 0,5 a 2,5 durante
um periodo de cerca de 5 segundos a 60 minutos; ou temperatura de 220 oC
a 270 oC, em um pH de 0,5 a 2,5 durante um periodo de 5 segundos a 120
segundos ou equivalente. Isso gera um estoque de alimentacido com acessi-
bilidade aumentada ao ser digerido por uma enzima, por exemplo, uma en-
zima celulase da invengéo. Patente U.S. No. 6.090.595.

Condi¢bes exemplificativas para uso das enzimas da invengao
na hidroélise de material lignocelulésico incluem reagbes em temperaturas
entre cerca de 30 oC e 48 oC e/ou um pH entre cerca de 4,0 e 6,0. Outras
condicdes exemplificativas incluem uma temperatura entre cerca de 30 oC e
60 oC e um pH entre cerca de 4,0 e 8,0.

Glucanases (ou celulases), mananases, xilanases, amilases,
xantanases e/ou glicosidases, por exemplo, celobiohidrolases, mananases
e/ou beta-glicosidades podem ser usadas na conversdo de biomassa em
combustiveis e na producdo de etanol, por exemplo, conforme descrito nos
Pedidos PCT Nos. WO0043496 e W0O8100857. Glucanases (ou celulases),
mananases, xilanases, amilases, xantanases e/ou glicosidases, por exem-
plo, celobiohidrolases, mananases e/ou beta-glicosidases podem ser usadas
em combinagdo com fitase (por exemplo, enzimas da invengéo) para produ-
zir acucares fermentaveis e biomassa contendo glicana que pode ser con-
vertida em etanol combustivel. Amilases, glicoamilases, pulunases, glicoi-
somerase, alfa-glicosidade e semelhantes podem ser usadas em combina-
¢cao com fitase (por exemplo, enzimas da invengao) para converter amido em
aclcar fermentavel ou etanol. Por favor, veja Pedido PCT No.
WO02005/096804.

Processamento de grdo seco de destilaria

Em outro aspecto, as enzimas da invencdo podem ser usadas
para tratar/processar "soluveis secos de destilaria (DDS)", "graos secos de

destilaria (DDS)", "soltiveis de destilaria condensados (CDS)", "graos umidos




10

15

20

25

30

258

de destilaria (DWG)" e "graos secos de destilaria com soluveis (DDGS)",
graos secos de destilaria podem ser um subproduto de cereal de um proces-
so de destilagdo e podem incluir soliveis. Esses processos podem compre-
ender subprodutos de planta trituradas a seco, por exemplo, para aplicagbes
em racgao, por exemplo, para aves, bovinos, suinos e outros animais domes-
ticos. Assim, as enzimas da invengdo podem ser usadas para tra-
tar/processar graos, por exemplo, cereais, que sao subprodutos de qualquer
processo de destilacao, incluindo processos usando qualquer fonte de grao,
por exemplo, as fontes tradicionais para fermentagéo ou, alternativamente,
de uma fabrica que produz etanol (usina, moinho ou semelhante). As enzi-
mas da invencao podem ser usadas para tratar/processar massa de seca-
gem de destilarias; essa massa pode ser subsequentemente usada para
uma variedade de finalidades, por exemplo, como forragem para criagoes,
especialmente ruminantes; assim, a invengao proporciona megtodos para
processamento de forragem para animais de criagéo, tais como ruminantes
e forragem processada por enzima compreendendo as fitases da presente
invencgao.

As fitases da presente invengdo podem ser usadas sozinhas ou
com outras enzimas para processar "soluveis secos de destilaria (DDS)",
"graos secos de destilaria (DDS)", "solGveis de destilaria condensados
(CDS)", "gréos umidos de destilaria (DWG)" e "graos secos de destilaria com
soltveis (DDGS)". Por exemplo, as fitases da presente invengéo podem ser
usadas em qualquer etapa de um processo de produgéao de alcool, conforme
ilustrado na Figura 14. As fitases da presente invengéo podem ser usadas
para aumentar a biodisponibilidade de fésforo em qualquer biocombustivel
ou biocombustivel potencial, incluindo o fosforo encontrado em "soluveis se-
cos de destilaria (DDS)", "gréaos secos de destilaria (DDS)", "soluveis de des-
tilaria condensados (CDS)", "graos Umidos de destilaria (DWG)" e "“graos
secos de destilaria com soluveis (DDGS)" (veja, por exemplo, C. Martinez
Amezcua, 2004 Poultry Science 83: 971-976).

Producdo de alcool bebivel ou bebidas gaseificadas

As fitases da presente invengdo também podem ser usadas no
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processamento de graos secos de destilaria para a produgao de alcool - al-
cool como em "bebidas gaseificadas", por exemplo, produgdo de cerveja ou
whiskey (além de uso em processamento de biomassa para a fabricagao de
biocombustiveis). As fitases da presente invencdo podem ser usadas em
fabricas de etanol, por exemplo, para processamento de graos, tal como mi-
lho. Graos secos de destilaria podem ser feitos primeiro triturando um grao
(por exemplo, milho) até uma consisténcia espessa e adicao de agua quen-
te. Apds esfriar, o levedo € adicionado e a mistura fermenta durante varios
dias a uma semana. Os sdélidos restantes apds fermentagao sao os graos de
destilaria. As fitases da presente invengado podem ser usadas em qualquer
etapa desse processo.

Formulacdes

A inveng¢ao proporciona novas formulagées compreendendo fita-
ses, por exemplo, conforme aquelas descritas aqui e formulacbes para fita-
ses, incluindo formulagdes as quais incluem as novas fitases da invencgéo.
As fitases da invencao podem ser usadas ou formuladas sozinhas ou como
mistura de fitases ou fitases e outras enzimas, tais como xilanases, celula-
ses, proteases, lipases, amilases ou enzimas redox tais como lacases, pero-
xidases, catalases, oxidases ou reductases. Elas podem ser formuladas em
uma forma sélida, tal como um pd, um preparado liofilizado, um granulo, um
comprimido, uma barra, um cristal, uma capsula, uma pilula, um pélete ou
em uma forma liquida, tal como em uma solugdo aquosa, um aerossol, um
gel, uma pasta, uma emulsdo aquosa/oleosa, um creme, uma capsula ou em
uma suspensio vesicular ou micelar. As formulagées da invengao podem
compreender qualquer uma ou uma combinagéo dos seguintes ingredientes:
polidis tais como polietileno glicol, um alcool polivinilico, um glicerol, um agu-
car tal como uma sacarose, um sorbitol, uma trealose, uma glicose, uma fru-
tose, uma maltose, uma manose, um agente de gelificacdo, tal como uma
goma guar, uma carregenana, um alginato, uma dextrana, um derivado celu-
l6sico, uma pectina, um sal tal como cloreto de sédio, um sulfato de sddio,
um sulfato de aménio, um cloreto de calcio, um cloreto de magnésio, um clo-

reto de zinco, um sulfato de zinco, um sal de um acido graxo e um derivado



10

15

20

25

30

260

de acido graxo, um quelador de metal, tal como EDTA, EGTA, um citrato de
sédio, um agente antimicrobiano, tal como acido graxo ou um derivado de
acido graxo, um parabeno, um sorbato, um benzoato, um composto de mo-
dulacao adicional para bloquear o impacto de uma enzima, tal como uma
protease, uma proteina densa, tal como BSA, um hidrolisato de trigo, um
composto de borato, um aminoacido ou um peptideo, um composto para
modulacao de temperatura ou pH apropriado, um emulsificante, tal como um
detergente nao-iénico e/ou idnico, um agente de redox tal como uma cisti-
nal/cisteina, uma glutationa, uma glutationa oxidada, um composto reduzido
ou um antioxidante, tal como acido ascérbico, umavcera ou éleo ou um dis-
persante. Modificacao e reticulagio de proteina, tal como peguilagéo, modifi-
cacgao de acido graxo, glicosilagao também podem ser usados para melhorar
a estabilidade da enzima.

Medicao de Parametros Metabdlicos

Os métodos da invengéo envolvem evolugao de célula inteira ou
manipulacao de célula inteira de uma célula para desenvolver uma nova ce-
pa de célula tendo um novo fenotipo através de modificagdo da composigéao
genética da célula, onde a composicdo genética € modificada através da
adicao, a célula, de um acido nucleico da invencdo. Para detectar o novo
fenotipo, pelo menos um parametro metabdlico de uma célula modificada é
monitorado na célula em uma estrutura de "tempo real" ou tempo "on-line".
Em um aspecto, uma pluralidade de células, tal como uma cultura de célula,
& monitorada em "tempo real" ou "on-line". Em um aspecto, uma pluralidade
de parametros metabdlicos € monitorada em "tempo real” ou "on-line".

Analise de fluxo metabdlico (MFA) é baseada em uma estrutura
bioquimica conhecida. Uma matriz metabdlica linearmente independente é
construida baseada na lei de conservagcido de massa e sobre a hipotese de
estado pseudo-uniforme (PSSH) sobre metabdlitos intracelulares. Na pratica
dos métodos da invencao, redes metabolicas sao estabelecidas, incluindo:

« identidade de todos os substratos da via, produtos e metabdli-
tos intermediarios,

e identidade de todas as reacgdes quimicas de interconverséao
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dos metabolitos da via, a estequiometria das reagdes da via,

¢ identidade de todas as enzimas que catalisam as reagoes, a
cinética de reagao da enzima,

e as interagdes regulatérias entre componentes da via, por e-
xemplo, interacdes alostéricas, interagdes de enzima-enzima, etc.,

e compartimentalizagao intracelular de enzimas ou qualquer ou-
tra organizagao supramolecular das enzimas e

¢ a presenga de quaisquer gradientes de concentracao de meta-
bélitos, enzimas ou moléculas efetuadoras ou barreiras de difusdo a sua
movimento.

Uma vez que a rede metabdlica para uma determinada cepa é
construida, apresentagdo matematica através de nogao de matriz, pode ser
introduzida para estimar os fluxos metabdlicos intracelulares se os dados de
metaboloma on-line estao disponiveis.

O fenotipo metabodlico conta com alteragdes da rede metabolica
inteira dentro de uma célula. O fenotipo metabdlico conta com as alteragdes
de utilizacao de via com relagdo a condigdes ambientais, regulagao genética,
estado de desenvolvimento e o genotipo, etc. Em um aspecto dos métodos
da invengao, apés calculo de MFA on-line, o comportamento dinamico das
células, seu fenotipo e outras propriedades sdo analisadas atraves de inves-
tigacado da utilizagao de via. Por exemplo, se o fornecimento de glicose &
aumentado e o oxigénio diminuido durante a fermentagéao de levedo, a utili-
zacéo de vias respiratorias sera reduzida efou parada e a utilizagao das vias
fermentativas dominara. Controle de estado fisiolégico de culturas de células
se tornara possiveis apos a analise de via. Os métodos da invengéao podem
ajudar a determinar como manipular a fermenta¢ao determinando como mu-
dar o suprimento de substrato, temperatura, uso de indutores, etc. para con-
trolar o estado fisiologico das células para se mover ao longo da diregcao de-
sejavel. Na pratica dos métodos da invengao, os resultados de MFA tambéem
podem ser comparados com dados transcriptoma e proteoma para criar ex-

perimentos e protocolos para engenharia metabdlica ou embaralhamento de

gene, etc.
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Na pratica dos métodos da invengédo, qualquer fenotipo novo ou
modificado pode ser conferido e detectado, incluindo caracteristicas novas
ou aperfeigcoadas na célula. Qualquer aspecto do metabolismo ou cresci-
mento pode ser monitorado.

Monitoramento de expressao de um transcrito de mRNA

Em um aspecto da invencgao, o fenotipo manipulado compreende
aumento ou diminuigado da expressdao de um transcrito de mMRNA ou geracgéo
de novos transcritos em uma célula. Transcrito de mRNA ou mensagem po-
de ser detectado e quantificado através de qualquer método conhecido na
técnica, incluindo, por exemplo, Northerns blots, reagcdes de amplificagao
quantitativas, hibridizacdo a arranjos e semelhantes. Reagdes de amplifica-
¢ado quantitativa incluem, por exemplo, PCR quantitativa incluindo, por e-
xemplo, reagao em cadeia de polimerase por transcrigdo reversa quantitativa
ou RT-PCR; RT-PCR em tempo real quantitativa ou "RT-PCR cinética em
tempo real" (veja, por exemplo, Kreuzer (2001) Br. J. Haematol. 114: 313-
318; Xia (2001) Transplantation 72: 907-914).

Em um aspecto da invencgédo, o fenotipo manipulado é gerado
através de knocking out da expressao de um gene homdélogo. A sequéncia
de codificacao do gene ou um ou mais elementos de controle transcricionais
pode sofrer knocking out, por exemplo, promotores e intensificadores. Assim,
a expressao de um transcrito pode ser completamente eliminada ou apenas
diminuida.

Em um aspecto da invencgéao, o fenotipo manipulado compreende
aumento da expressado de um gene homaologo. Isso pode ser realizado atra-
vés de knocking out de um elemento de controle negativo, incluindo um ele-
mento regulatério de transcrigdo de cis- ou trans-atuacdo ou mutagénese de
um elemento de controle positivo.

Conforme discutido abaixo em detalhes, um ou mais ou todos os
transcritos de uma célula podem ser medidos através de hibridizacao de
uma amostra compreendendo transcritos da célula ou acidos nucleicos re-
presentativos de ou complementares aos transcritos de uma célula, através

de hibridizagao a acidos nucleicos imobilizados sobre um arranjo.
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Monitoramento expressio de um polipeptideo, peptideo e aminoacidos

Em um aspecto da invengao, o fenotipo manipulado compreende
aumento ou diminuigcdo da expressao de um polipeptideo ou geragao de no-
vos polipeptideos em uma célula. Polipeptideos, peptideos e aminoacidos
podem ser detectados e quantificados através de qualquer método conheci-
do na técnica incluindo, por exemplo, ressonancia magnética nuclear (NMR),
espectrofotometria, radiografia (radio-rotulacdo de proteina), eletroforese,
eletroforese capilar, cromatografia de liquido de alto desempenho (HPLC),
cromatografia em camada fina (TLC), cromatografia por hiperdifusdo, varios
métodos imunoldgicos, por exemplo, imunoprecipitagado, imunodifus&o, imu-
no-eletroforese, radioimunoensaios (RIAs), ensaios imunoabsorventes enzi-
ma-ligados (ELISAs), ensaios imuno-fluorescentes, eletroforese em gel (por
exemplo, SDS-PAGE), coloragao com anticorpos, selegao de célula fluores-
céncia-ativada (FACS), espectrometria de massa por pirdlise, Espectrome-
tria por Infravermelho por Transformagédo de Fourier, espectrometria de Ra-
man, espectrometrias GC-MS e LC-Eletropulverizagdo e cap-LC-
eletropulverizagdo de massa aleatoria e semelhantes. Novas bioatividades
também podem ser selecionadas usando métodos ou variagbes dos mes-
mos descritos na Patente U.S. No. 6.057.103. Além disso, conforme discuti-
do abaixo em detalhes, um ou mais ou todos os polipeptideos de uma célula
podem ser medidos usando um ensaio de proteina.

13C rotulacao fracional biossinteticamente dirigida de aminoaci-
dos proteinogénicos pode ser monitorada através de alimentacédo de uma
mistura de compostos fonte de carbono nao rotulados e 13C-rotulados uni-
formemente em uma estrutura de bio-reagdo. Analise do padrao de rotulagéo
resultante permite uma caracterizagao compreensiva da topologia de estru-
tura e a determinacdo de proporgdes de fluxo metabdlico dos aminoacidos;
veja, por exemplo, Szyperski (1999) Metab. Eng. 1: 189-197.

Os exemplos a seguir se destinam a ilustrar, mas nao limitar, a
invencdo. Embora os procedimentos descritos nos exemplos sejam tipicos
daqueles que podem ser usados para realizar determinados aspectos da

invencao, outros procedimentos conhecidos por aqueles versados na técnica
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também podem ser usados.
EXEMPLOS

Exemplo 1: Caracterizacido de atividade de fitases exemplificativas da inven-

géo

Esse exemplo descreve a caracterizagcao de atividade de fitase
dos polipeptideos da invengao, os quais sdo modificagdes de sequéncia (as
assim denominadas fitases "evoluidas") da fitase precursora SEQ ID NO: 2 e
um ensaio de atividade de fitase exemplificativo. Esse ensaio de atividade de
fitase pode ser usado para determinar se um polipeptideo tem atividade sufi-
ciente para estar dentro do escopo da invengao reivindicada.

Apoés geracgdo dos polipeptideos da invencao através de expres-
sdo das sequéncias de acido nucleico GSSM-modificadas da invengéao, os po-
lipeptideos de fitase "evoluidos" - apenas espécies exemplificativas com uma
mutacdo em um Unico residuo nesse estudo - foram purificados e, entao, ter-
micamente tratados (pH de 7,0, Tween a 0,01%) em varias temperaturas du-
rante 30 minutos. Apds a etapa de tratamento térmico, as amostras (20 ul)
foram ensaiadas com o substrato fluorescente (180 pL) DIFMUP a 4 mM em
um pH de 5,5. As taxas foram comparadas com as taxas de cada amostra nao
tratada correspondente. Os resultados séo ilustrados na Figura 5.

Em outro estudo, as fitases "evoluidas" da invencédo compreen-
dendo mutagdes Unicas "misturadas”, isto é, fitases contendo muitiplas mu-
tacées, foram crescidas durante a noite em LBCARB100™ (LBcarb100) a
30°C. 100 uL de cada cultura (mutante misturado) foram tratados termica-
mente sobre um termociclizador de 72 oC a 100 oC. 20 pL da cultura termi-
camente tratada foram misturados com 180 pL de DiIFMUP a 4 mM em um
pH de 5,5. As taxas foram comparadas com as taxas de cada amostra nao
tratada correspondente; conforme resumido na Figura 6. A tabela ilustrada
na Figura 7 resume graficamente os dados (arredondados para o décimo
mais proximo) usados para gerar o grafico da Figura 6.

As amostras 1 a 21 correspondem as mutag¢des unicas “"mistura-
das" da SEQ ID NO: precursora, conforme ilustrado no grafico da Figura 9;

note que a fitase "evoluida" numero 10 tem uma modificagao de residuo na
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sequéncia (com relagdo a SEQ ID NO: 2) que n&o foi introduzida por GSSM,;
essa mutacgao foi introduzida através de escolha aleatéria e pode ou nao ter
quaiquer relevancia para a estabilidade térmica dessa fitase exemplificativa
da invencao. Também, note que as fitases exemplificativas marcadas ** 19,
20 e 21 tém tags de histidina C-terminais (6xHis) (-RSHHHHHH). A Figura 9
ilustra fitases exemplificativas tendo multiplas modificagbes de residuo com
relacdo a SEQ ID NO: 2 precursora; conforme descrito em detalhes aqui. A
Figura 10 ilustra fitases exemplificativas tendo modificagbes de um unico
residuo com relacao a SEQ ID NO: 2 precursora, conforme descrito em deta-
Ihes aqui.

A Figura 11 ilustra esquematicamente um ensaio de fitase e-
xemplificativo da invengao usando o substrato fluorescente fosfato de 4-
metilumbeliferila (MeUMB-fosfato, cuja estrutura também ¢ ilustrada): (i) a
fitase € termicamente estimulada durante 20 minutos, 72 oC, pH de 4,5; e, a
80 oC em um pH fisiolégico (pH de 7,4); e (ii) atividade residual € testada a
37 oC, pH de 4,5: |

e medir a atividade residual em pH alto e baixo,

e calcular a atividade residual com relagédo ao tipo selvagem a-
pés tratamento térmico.

A Figura 12 ilustra esquematicamente outro ensaio de fitase e-
xemplificativo da invencdo que também usa o substrato fluorescente
MeUMB-fosfato: (i) a fitase € termicamente estimulada durante 30 minutos,
86 oC, pH de 5,5; e (ii) a atividade residual é testada a 37 oC, pH de 4,5:

e medir a atividade residual com relagao ao controle de variante
6X,

e selecionar "hits" e re-ensaiar em maior estringéncia para sele-
cionar variantes superiores.

Esse ensaio foi usado para selecionar bibliotecas de variantes
de GSSM (de SEQ ID NO: 1) ensaiando a atividade de fitase dos polipepti-
deos que elas codificam. A Figura 13 ilustra esquematicamente o protocolo
para selegdo dessa biblioteca (conforme descrito na Figura 12), onde o ta-

manho da biblioteca selecionada
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FastSEQ para Windows Versdo 4.0

1

1299

DNA

Sequéncia artificial

Construcdo sintética

1

E PROCESSOS

tcttaatcce
gtgagcecgga
caaccaaggc
taaaactggg

ggcgtcagceg

atttttatct cttctgattc
gctgaagctg gaaagtgtgg
cacgcaactg atgcaggatg
tgagctgaca ccgcgcggtg

tctggtagcc gacggattgce

cgttaacccc
tgattgtcag
tcaccccaga
gtgagctaat

tgcctaaatg

gcaatctgca
tcgtcatggt
cgcatggcca
cgcctatctce

tggctgcccecg

60

120

180

240

300
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cagtctggtc
geccttecgecg
tccagtcccg
aacgtgactg
tatcaaacgg
cttaaacgtg
aaggtgagcg
gagatatttc
gattcacacc
cgcacgccag
ttgacgcccce
tttatcgecg
acgcttcccg
cgtcggctaa
cagatgcgtg
ctggcaggat
atcgtgaatg
<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Met Lys Ala

1

Pro Gln Ser

val val Ile

35

Gln Leu Met

50

aggtcgcgat
ccgggcetggce
atccgttatt
acgcgatcct
cgtttcgcga
agaaacagga
ccgactgtgt
tcctgcaaca
agtggaacac
aggttgceccg
atccaccgca
gacacgatac
gtcagccgga
gcgataacag
ataaaacgcc
gtgaagagcg
aagcacgcat

2

432

PRT

Sequéncia

tattgctgat
acctgactgt
taatcctcta
cgagagggca
actggaacgg
cgaaagctgt
ctcattaacc
agcacaggga
cttgctaagt
cagccgcgcc
aaaacaggcg
taatctggca
taacacgccg
ccagtggatt
gctgtcatta
aaatgcgcag

accggcgtgce

artificial

Construcgdo sintética

2

Ile Leu Ile Pro

5

Ala Phe Ala Gln

20

Val Ser Arg His

Gln Asp Val Thr

Phe

40

55

267

gtcgacgagc
gcaataaccg
aaaactggcg
ggagggtcaa
gtgcttaatt
tcattaacgc
ggtgcggtaa
atgccggagc
ttgcataacg
accccgttat
tatggtgtga
aatctcggcg
ccaggtggtg
caggtttcgc
aatacgccge
ggcatgtgtt

agtttgtaa

Leu Ser Leu

10

Ser Glu Pro Glu

25

Gly Val Arg Ala

Pro Asp Ala Trp

gtacccgtaa
tacataccca
tttgccaact
ttgctgactt
ttcecgcaatc
aggcattacc
gcctcgcate
cggggtaggg
cgcaatttga
tagatttgat
cattacccac
gcgcactgga
aactggtgtt
tggtcttcca
ccggagaggt

cgttggcagg

Leu Ile

Leu Lys
30
Pro Thr
45
Thr

Pro

60

Pro Leu

Leu Glu

Lys Ala

Trp Pro

aacaggcgaa
ggcagatacg
ggataacgcg
taccgggcat
aaacttgtgc
atcggaactc
aatgctgacg
aaggatcacc
tttgctacaa
caagacagcg
ttcagtgctg
gctcaactgg
tgaacgctgg
gactttacag
gaaactgacc

ttttacgcaa

Thr

15

Ser

Thr

val

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1299
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Lys

65

Gly

Cys

Glu

Asp

Pro

145

Asn

Phe

Asn

Ser

Asp

225

Glu

Gly

Asn

Arg

Pro

305

Leu

His

Gly

Arg

Cys

130

Leu

val

Thr

Phe

Cys

210

Cys

Tle

Arg

Ala

Ala

290

Pro

Gly

Tyr

Cys

Thr

115

Ala

Phe

Thr

Gly

Pro

195

Ser

Val

Phe

Ile

Gln

275

Thr

Gln

Glu

Trp

Pro

100

Arg

Ile

Asn

Asp

His

180

Gln

Leu

Ser

Leu

Thr

260

Phe

Pro

Lys

Leu

Arg

85

Gln

Lys

Thr

Pro

Ala

165

Tyr

Ser

Thr

Leu

Leu

245

Asp

Asp

Leu

Gln

Thr

70

Gln

Ser

Thr

Val

Leu

150

Ile

Gln

Asn

Gln

Thr

230

Gln

Ser

Leu

Leu

Ala

310

Pro

Arg

Gly

Gly

His

135

Lys

Leu

Thr

Leu

Ala

215

Gly

Gln

His

Leu

Asp

295

Tyr

Arg

Leu

Gln

Glu

120

Thr

Thr

Glu

Ala

Cys

200

Leu

Ala

Ala

Gln

Gln

280

Leu

Gly

Gly

val

Val

105

Ala

Gln

Gly

Arg

Phe

185

Leu

Pro

vVal

Gln

Trp

265

Arg

Ile

val

268

Gly

Ala

90

Ala

Phe

Ala

val

Ala

170

Arg

Lys

Ser

Ser

Gly

250

Asn

Thr

Lys

Thr

Glu

75

Asp

Ile

Ala

Asp

Cys

155

Gly

Glu

Arg

Glu

Leu

235

Met

Thr

Pro

Thr

Leu

315

Leu

Gly

Ile

Ala

Thr

140

Gln

Gly

Leu

Glu

Leu

220

Ala

Pro

Leu

Glu

Ala

300

Pro

Ile

Leu

Ala

Gly

125

Ser

Leu

Ser

Glu

Lys

205

Lys

Ser

Glu

Leu

val

285

Leu

Thr

Ala

Leu

Asp

110

Leu

Ser

Asp

Ile

Arg

190

Gln

Val

Met

Pro

Ser

270

Ala

Thr

Ser

Tyr

Pro

95

val

Ala

Pro

Asn

Ala

175

val

Asp

Ser

Leu

Gly

255

Leu

Arg

Pro

val

Leu

80

Lys

Asp

Pro

Asp

Ala

160

Asp

Leu

Glu

Ala

Thr

240

Trp

His

Ser

His

Leu

320
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Phe Ile Ala Gly His Asp Thr Asn Leu Ala Asn
325 330
Glu Leu Asn Trp Thr Leu Pro Gly Gln Pro Asp
340 345

Gly Glu Leu Val Phe Glu Arg Trp Arg Arg Leu
355 360

Trp Ile Gln Val Ser Leu Val Phe Gln Thr Leu

370 375

Lys Thr Pro Leu Ser Leu Asn Thr Pro Pro Gly

385 390 395

Leu Ala Gly Cys Glu Glu Arg Asn Ala Gln Gly

405 410
Gly Phe Thr Gln Ile Val Asn Glu Ala Arg Ile
420 425

<210> 3

<211> 1308

<212> DNA

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Construgdo sintética

<400> 3

atgaaagcga tcttaatccc atttttatct cttctgattc

ttcgctcaga gtgagccgga gctgaagctg gaaagtgtgg

gtgcgtgctc caaccaaggc cacgcaactg atgcaggatg

acctggccgg taaaactggg tgagcectgaca ccgcgcggtg

ggacattact ggcgtcagcg tctggtagcc gacggattgce

cagtctggtc aggtcgcgat tattgctgat gtcgacgagc

gccttegeceg ccgggectgge acctgactgt gcaataaccg

tccagtcccg atccgttatt taatcctcta aaaactggcg

aacgtgactg acgcgatcct cgagagggca ggagggtcaa

tatcaaacgg cgtttcgcga actggaacgg gtgcttaatt

cttaaacgtg agaaacagga cgaaagctgt tcattaacgc

Leu Gly Gly

Asn Thr Pro
350
Ser Asp Asn
365
Gln Gln Met
380
Glu

val Lys

Met Cys Ser

Pro Ala Cys

430

cgttaacccc
tgattgtcag
tcaccccaga
gtgagctaat
tgcctaaatg
gtacccgtaa
tacataccca
tttgccaact
ttgctgactt
ttccgcaatc

aggcattacc

Ala Leu
335
Pro Gly

Ser Gln

Arg Asp

Leu Thr
400
Leu Ala
415

Ser Leu

gcaatctgca
tcgtcatggt
cgcatggcca
cgcctatctc
tggctgcccg
aacaggcgaa
ggcagatacg
ggataacgcg
taccgggcat
aaacttgtgc

atcggaactc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660
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aaggtgagcg
gagatatttc
gattcacacc
cgcacgccag
ttgacgccce
tttatcgccg
acgcttcccg
cgtcggctaa
cagatgcgtg
ctggcaggat

atcgtgaatg

ccgactgtgt
tcctgcaaca
agtggaacac
aggttgcecceg
atccaccgca
gacacgatac
gtcagccgga
gcgataacag
ataaaacgcc
gtgaagagcg

aagcacgcat

ctcattaacc
agcacaggga
cttgctaagt
cagccgcecgcece
aaaacaggcg
taatctggca
taacacgccyg
ccagtggatt
gctgtcatta
aaatgcgcag

accggcgtgce

270

ggtgcggtaa
atgccggagce
ttgcataacg
accccgttat
tatggtgtga
aatctcggceg
ccaggtggtg
caggtttcgc
aatacgccge
ggcatgtgtt

agtttgagat

gcctcgcatc
cggggtgggg
cgcaatttga
tagatttgat
cattacccac
gcgcactgga
aactggtgtt
tggtcttcca
ccggagaggt
cgttggcagg

ctcatcta

aatgctgacg
aaggatcacc
tttgctacaa
caagacagcg
ttcagtgctg
gctcaactgg
tgaacgctgg
gactttacag
gaaactgacc

ttttacgcaa

720

780

840

900

9260

1020

1080

1140

1200

1260

1308
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REIVINDICAGOES

1. Acido nucleico sintético ou recombinante isolado que compre-
ende

(a) (i) uma sequéncia de acido nucleico que codifica um polipep-
tideo que possui uma atividade de fitase e que possui pelo menos 95%, 96%
97%, 98% ou 99% ou mais identidade de sequéncia em relagcdo a SEQ ID
NO: 1 e que compreende pelo menos uma, duas, trés, quatro, cinco, seis,
sete, oito, nove, dez, onze, doze, treze ou todas as quatorze das modifica-
cbes de sequéncias de pares de bases de nucleotideos na SEQ ID NO: 1,
selecionadas do grupo que consiste em:

os nucleotideos nas posi¢gées 139 até 141 sdo TTT ou TTC;

os nucleotideos nas posi¢des 289 até 291 sao GTT, GTC, GTA

ou GTG;

os nucleotideos nas posicoes 289 até 291 sao GAA ou GAG;

os nucleotideos nas posicdes 406 até 408 sao CAT ou CAC;

os nucleotideos nas posigdes 475 até 477 sao GTT, GTC, GTA
ou GTG;

os nucleotideos nas posicoes 475 até 477 sao GAA ou GAG;

os nucleotideos nas posicdes 487 até 489 sdao CGT, CGC, CGA,
CGG, AGA ou AGG;

os nucleotideos nas posi¢des 490 até 492 sdo CGT, CGC, CGA,
CGG, AGA ou AGG;

os nucleotideos nas posi¢des 502 até 504 sdo CGT, CGC, CGA,
CGG, AGA ou AGG;

os nucleotideos nas posi¢des 535 até 537 sao CGT, CGC, CGA,
CGG, AGA ou AGG;

os nucleotideos nas posi¢cdes 676 até 678 sdo GAT ou GAC;

os nucleotideos nas posigbes 697 até 699 sao TGG;

os nucleotideos nas posicdes 823 até 825 sao GTT, GTC, GTA
ou GTG;

os nucleotideos nas posigdes 865 até 867 sdao GCT, GCC, GCA
ou GCG;
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os nucleotideos nas posi¢cdes 1045 até 1047 sdo TAT ou TAC; e

os nucleotideos nas posicées 1087 até 1089 sdo CCA, CCC,

CCG ou CCT;

(i) uma sequéncia de acido nucleico que codifica um polipepti-

deo que possui uma atividade de fitase e que possui pelo menos 95%, 96%
97%, 98% ou 99% de identidade de sequéncia em relacdo a SEQ ID NO: 1 e

que compreende pelo menos uma, duas, trés, quatro, cinco, seis, sete, oito,

nove, dez, onze, doze, treze ou todas as quatorze das modificagbes de se-

quéncias de pares de bases de nucleotideos na SEQ ID NO: 1, selecionadas

do grupo que consiste em:

os nucleotideos
TTT ou TTC,;

os nucleotideos
GTT, GTC, GTA ou GTG;

0s nucleotideos
GAA ou GAG;

os nucleotideos
CAT ou CAC;

os nucleotideos
GTT, GTC, GTA ou GTG;

os nucleotideos
GAA ou GAG;

os nucleotideos

no equivalente

no equivalente

no equivalente

no equivalente

no equivalente

no equivalente

no equivalente

CGT, CGC, CGA, CGG, AGA ou AGG;

os nucleotideos

no equivalente

CGT, CGC, CGA, CGG, AGA ou AGG;

os nucleotideos

no equivalente

CGT, CGC, CGA, CGG, AGA ou AGG;
os nucleotideos no equivalente
CGT, CGC, CGA, CGG, AGA ou AGG;

0os nucleotideos no equivalente

GAT ou GAC;

das posi¢cées 139 até 141 sao

das

das

das

das

das

das

das

das

das

das

posicoes 289

posicoes 289

posi¢coes 406

posicoes 475

posicdes 475

posicoes 487

posicdes 490

posicoes 502

posicdes 535

posicoes 676

ateé

até-

até

até

até

até

até

até

até

até

291

291

408

477

477

489

492

504

537

678
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os nucleotideos no equivalente das posicbes 697 até 699 sao
TGG;

os nucleotideos no equivalente das posi¢cdes 823 até 825 sao
GTT, GTC, GTA ou GTG;

os nucleotideos no equivalente das posicoes 865 até 867 sao
GCT, GCC, GCA ou GCG;

os nucleotideos no equivalente das posi¢cdes 1045 até 1047 séo
TAT ou TAC; e

os nucleotideos no equivaiente das posi¢gdes 1087 até 1089 sao
CCA, CCC, CCG ou CCT;

(iii) um polinucleotideo que codifica um polipeptideo que possui
uma atividade de fitase e que possui uma sequéncia que compreende pelo
menos uma, duas, trés, quatro, cinco, seis, sete, oito, nove, dez, onze, doze,
treze ou todas as quatorze das modificagbes nos residuos de aminoacidos
na SEQ ID NO: 2, selecionadas do grupo que consiste em:

o aminoacido alanina na posi¢gao de aminoacido 47 da SEQ ID.
NO: 2 é alterado para uma fenilalanina;

o aminoacido cisteina na posigao de aminoacido 97 da SEQ ID
NO: 2 é alterado para uma valina;

o aminoacido cisteina na posicdo de aminoacido 97 da SEQ ID
NO: 2 é alterado para um acido glutamico;

o aminoacido no equivalente da treonina na posicdo de aminoa-
cido 136 da SEQ ID NO: 2 é alterado para uma histidina;

0 aminoacido asparagina na posigdo de aminoacido 159 da SEQ
ID NO: 2 é alterado para uma valina;

o aminoacido asparagina na posigdo de aminoacido 159 da SEQ
ID NO: 2 é alterado para um acido glutadmico;

o aminoacido no equivalente da treonina na posigéo de aminoa-
cido 163 da SEQ ID NO: 2 é alterado para uma arginina,;

o aminoacido acido aspartico na posi¢cao de aminoacido 164 da
SEQ ID NO: 2 é alterado para uma arginina,

o aminoacido acido glutamico na posi¢cdo de aminoacido 168 da
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SEQ ID NO: 2 ¢é alterado para uma arginina;

o aminoacido glicina na posicdo de aminoacido 179 da SEQ ID
NO: 2 é alterado para uma arginina;

0 aminoacido cisteina na posigao de aminoacido 226 da SEQ ID
NO: 2 é aiterado para um acido aspartico;

o aminoacido valina na posicdo de aminoacido 233 da SEQ ID
NO: 2 é alterado para um triptofano;

o aminoacido glutamina na posigcdao de aminoacido 275 da SEQ
ID NO: 2 ¢ alterado para uma valina;

o aminoacido arginina na posi¢cdo de aminoacido 289 da SEQ ID
NO: 2 é alterado para uma alanina;

o aminoacido treonina na posicao de aminoacido 349 da SEQ ID
NO: 2 é alterado para uma tirosina; e

0 aminoacido leucina na posigdo de aminoacido 363 da SEQ ID
NO: 2 é alterado para uma prolina;

(iv) um polinucleotideo que codifica um polipeptideo que possui
uma atividade de fitase e que possui uma sequéncia que compreende pelo
menos uma, duas, trés, quatro, cinco, seis, sete, oito, nove, dez, onze, doze,
treze ou todas as quatorze das modificagdes nos residuos de aminoacidos
na SEQ ID NO: 2, selecionadas do grupo que consiste em:

o aminoacido no equivalente da alanina na posi¢cdo de aminoa-
cido 47 da SEQ ID NO: 2 é alterado para uma fenilalanina;

0 aminoacido no equivalente da cisteina na posi¢cao de aminoa-
cido 97 da SEQ ID NO: 2 é alterado para uma valina;

0 aminoacido no equivalente da cisteina na posi¢cdo de aminoa-
cido 97 da SEQ ID NO: 2 é alterado para um acido glutamico;

o aminoacido no equivalente da treonina na posicdo de aminoa-
cido 136 da SEQ ID NO: 2 é alterado para uma histidina;

0 aminoacido no equivalente da asparagina na posi¢cdo de ami-
noacido 1569 da SEQ ID NO: 2 é alterado para uma valina;

0 aminoacido no equivalente da asparagina na posicao de ami-

noacido 159 da SEQ ID NO: 2 é alterado para um acido glutamico;
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0 aminoacido no equivalente da treonina na posicdo de aminoa-
cido 163 da SEQ ID NO: 2 é alterado para uma arginina;

o aminoacido no equivalente do acido aspartico na posigcao de
aminoacido 164 da SEQ ID NO: 2 ¢é alterado para uma arginina;

o aminoacido no equivalente do acido glutdmico na posigéao de
aminoacido 168 da SEQ ID NO: 2 é alterado para uma arginina;

o aminoacido no equivalente da glicina na posicdo de aminoaci-
do 179 da SEQ ID NO: 2 ¢é alterado para uma arginina;

o0 aminoacido no equivalente da cisteina na posicdo de aminoa-
cido 226 da SEQ ID NO: 2 é alterado para um acido aspartico;

o aminoacido no equivalente da valina na posicao de aminoacido
233 da SEQ ID NO: 2 ¢ alterado para um triptofano;

0 aminoacido no equivalente da glutamina na posi¢cao de amino-
acido 275 da SEQ ID NO: 2 é alterado para uma valina;

o aminoacido no equivalente da arginina na posi¢cdo de aminoa-
cido 289 da SEQ ID NO: 2 é alterado para uma alanina;

0 aminoacido no equivalente da treonina na posicdo de aminoa-
cido 349 da SEQ ID NO: 2 é alterado para uma tirosina; e

0 aminodacido no equivalente da leucina na posi¢ido de aminoaci-
do 363 da SEQ ID NO: 2 é alterado para uma prolina; ou

(v) a sequéncia de acido nucleico (polinucleotideo) de (i) ou (ii),
em que as identidades de sequéncia sdo determinadas através da analise
com um algoritmo de comparagao de sequéncias ou através de uma inspe-
¢ao visual e opcionalmente o algoritmo de comparacao de sequéncias € um
algoritmo BLAST versao 2.2.2 em que um ajuste de filtro é feito em blastall -
p blastp -d "nr pataa” -F F e todas as outras opg¢des sao ajustadas no pa-
dréao;

(b) a sequéncia de acido nucleico (polinucleotideo) de (a) que
codifica um polipeptideo que possui uma atividade de fitase, mas que néao
possui: uma sequéncia sinal ou uma sequéncia de pro-proteina ou uma se-
quéncia promotora homéloga;

(c) o acido nucleico (polinucleotideo) de (a) ou (b) que codifica
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um polipeptideo que possui uma atividade de fitase e que compreende ainda
uma sequéncia de aminoacidos heteréloga ou o acido nucleico (polinucleoti-
deo) de (a) ou (b) compreende uma sequéncia de nucleotideos heteréloga;

(d) o acido nucleico (polinucleotideo) de (c), em que a sequéncia
de aminoacidos heteréloga compreende ou consiste em uma sequéncia que
codifica uma sequéncia sinal heteréloga (lider) ou uma marcacao ou um epi-
topo ou a sequéncia de nucleotideos heteréloga compreende uma sequéncia
promotora heterdloga;

(e) o acido nucleico (polinucleotideo) de (c) ou (d), em que a se-
guéncia de nucleotideos heterdloga codifica uma sequéncia sinal heteréloga
(lider) que compreende ou que consiste em uma extensido N-terminal e/ou
C-terminal para direcionamento para um reticulo endoplasmatico (ER) ou
uma endomembrana ou para o reticulo endoplasmatico de uma planta (ER)
ou um sistema de endomembranas ou a sequéncia heteréloga codifica um
sitio de restricao;

(f) o acido nucleico (polinucleotideo) de (d), em que a sequéncia
promotora heteréloga compreende ou consiste em um promotor constitutivo
ou que pode ser induzido ou um promotor especifico ao tipo celular ou um
promotor especifico a planta ou um promotor especifico ao milho;

(g) o acido nucleico (polinucleotideo) de qualquer um de (a) até
(f), em que a atividade de fitase compreende: a catalise da hidrolise de fitato
em um alimento, um produto alimenticio ou uma bebida ou um alimento, um
produto alimenticio ou uma bebida que compreende um alimento para ani-
mais a base de cereais, um mosto ou uma cerveja, uma massa, um fruto ou
um vegetal; ou, a catalise da hidrélise de um fitato em uma célula microbia-
na, uma célula fungica, uma célula de mamifero ou uma célula vegetal; ou, a
atividade de fitase compreende a catalise de fitato (mio-inositol-hexafosfato)
em inositol e fosfato inorganico; ou, a hidrélise de fitato (mio-inositol-
hexafosfato);

(h) o acido nucleico (polinucieotideo) de qualquer um de (a) até
(g), em que a atividade de fitase é termoestavel ou o polipeptideo mantém

uma atividade de fitase sob condigdes que compreendem uma faixa de tem-
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peratura de aproximadamente -100°C até aproximadamente -80°C, aproxi-
madamente -80°C até aproximadamente -40°C, aproximadamente -40°C até
aproximadamente -20°C, aproximadamente -20°C até aproximadamente
0°C, aproximadamente 0°C até aproximadamente 37°C, aproximadamente
0°C até aproximadamente 5°C, aproximadamente 5°C até aproximadamente
15°C, aproximadamente 15°C até aproximadamente 25°C, aproximadamente
25°C até aproximadamente 37°C, aproximadamente 37°C até aproximada-
mente 45°C, aproximadamente 45°C até aproximadamente 55°C, aproxima-
damente 55°C até aproximadamente 70°C, aproximadamente 70°C até a-
proximadamente 75°C, aproximadamente 75°C até aproximadamente 85°C,
aproximadamente 85°C até aproximadamente 90°C, aproximadamente 90°C
até aproximadamente 95°C, aproximadamente 95°C até aproximadamente
100°C, aproximadamente 100°C até aproximadamente 105°C, aproximada-
mente 105°C até aproximadamente 110°C, aproximadamente 110°C ate a-
proximadamente 120°C ou 95°C, 96°C, 97°C, 98°C, 99°C, 100°C, 101°C,
102°C, 103°C, 104°C, 105°C, 106°C, 107°C, 108°C, 109°C, 110°C, 111°C,
112°C, 113°C, 114°C, 115°C ou mais; ou

(i) o acido nucleico (polinucleotideo) de qualquer um de (a) até
(g), em que a atividade de fitase & termotolerante ou o polipeptideo mantém
uma atividade de fitase apds a exposicdo a uma temperatura na faixa de
aproximadamente -100°C até aproximadamente -80°C, aproximadamente -
80°C até aproximadamente -40°C, aproximadamente -40°C até aproxima-
damente -20°C, aproximadamente -20°C até aproximadamente 0°C, aproxi-
madamente 0°C até aproximadamente 37°C, aproximadamente 0°C até a-
proximadamente 5°C, aproximadamente 5°C até aproximadamente 15°C,
aproximadamente 15°C até aproximadamente 25°C, aproximadamente 25°C
até aproximadamente 37°C, aproximadamente 37°C até aproximadamente
45°C, aproximadamente 45°C até aproximadamente 55°C, aproximadamen-
te 55°C até aproximadamente 70°C, aproximadamente 70°C até aproxima-
damente 75°C, aproximadamente 75°C até aproximadamente 85°C, aproxi-
madamente 85°C até aproximadamente 90°C, aproximadamente 90°C ate

aproximadamente 95°C, aproximadamente 95°C até aproximadamente
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100°C, aproximadamente 100°C até aproximadamente 105°C, aproximada-
mente 105°C até aproximadamente 110°C, aproximadamente 110°C até a-
proximadamente 120°C ou 95°C, 96°C, 97°C, 98°C, 99°C, 100°C, 101°C,
102°C, 103°C, 104°C, 105°C, 106°C, 107°C, 108°C, 109°C, 110°C, 111°C,
112°C, 113°C, 114°C, 115°C ou mais;

(i) o acido nucleico de qualquer um de (h) ou (i), em que o poli-
peptideo da fitase & termotolerante ou termoativo em um pH acido de apro-
ximadamente pH 6,5, pH 6, pH 5,5, pH 5, pH 4,5, pH 4,0, pH 3,5, pH 3,0 ou
menor ou o polipeptideo da fitase é termotolerante ou termoativo em aproxi-
madamente pH 7, pH 7,5, pH 8,0, pH 8,5, pH 9, pH 9,5, pH 10, pH 10,5, pH
11,0, pH 11,5, pH 12,0, pH 12,5 ou maior,

(k) o acido nucleico de qualquer um de (h) ou (i), em que o poli-
peptideo mantém uma atividade de fitase apds a exposicdo a uma tempera-
tura na faixa entre aproximadamente 40°C até aproximadamente 70°C ou
entre aproximadamente 37°C até aproximadamente 90°C ou maior que 37°C
até aproximadamente 50°C, 55°C, 60°C, 65°C, 70°C, 75°C, 80°C, 85°C, 90°C
ou 95°C ou maior; ou, o polipeptideo mantém uma atividade de fitase a uma
temperatura na faixa entre aproximadamente 40°C até aproximadamente
70°C ou entre aproximadamente 37°C até aproximadamente 90°C ou maior
que 37°C até aproximadamente 50°C, 55°C, 60°C, 65°C, 70°C, 75°C, 80°C,
85°C, 90°C ou 95°C ou maior;

() uma sequéncia de acido nucleico completamente complemen-
tar a sequéncia de acido nucleico (polinucleotideo) de qualquer um de (a)
até (k).

2. Cassete de expressao, vetor, veiculo de clonagem, vetor de
expressao, vetor de clonagem (i) que compreende o acido nucleico como
definido na reivindicacao 1 ou que possui contido no mesmo um acido nucle-
ico como definido na reivindicagao 1; ou (ii) o cassete de expresséao, o vetor,
o veiculo de clonagem, o vetor de expressao, o vetor de clonagem de (i), em
que o veiculo de clonagem compreende ou € um vetor viral, um plasmideo,
um fago, um fagemideo, um cosmideo, um fosmideo, um bacteriéfago ou um

cromossomo artificial e opcionalmente o vetor viral compreende um vetor de
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adenovirus, vetores retrovirais ou um vetor viral associado a adeno e opcio-
nalmente o cassete de expresséo, o vetor, o veiculo de clonagem, o vetor de
expressao, o vetor de clonagem compreende ou esta contido em um cro-
mossomo artificial de bactéria (BAC), um plasmideo, um vetor derivado do
bacteridfago P1 (PAC), um cromossomo artificial de levedura (YAC), um
cromossomo artificial de mamifero (MAC).

3. Célula ou célula hospedeira transformada (i) que compreende:
o acido nucleico da reivindicagdo 1 ou o cassete de expressdo, o vetor, o
veiculo de clonagem, o vetor de expresséo, o vetor de clonagem da reivindi-
cacgao 2; ou, (ii) a célula ou a célula hospedeira transformada de (i), em que
a célula € uma célula bacteriana, uma célula de mamifero, uma célula fungi-
ca, uma célula de levedura, uma célula de inseto ou uma célula vegetal; (iii)
a célula ou a célula hospedeira transformada de (ii), em que a célula bacteri-
ana é quaiquer espécie dentro dos géneros Escherichia, Bacillus, Strep-
tomyces, Salmonella, Pseudomonas ou Staphylococcus ou Escherichia coli,
Lactococcus lactis, Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Salmonella typhimurium
ou Pseudomonas fluorescens.

4. Animal ndo-humano transgénico (i) que compreende: o acido
nucleico como definido na reivindicagdo 1 ou o cassete de expressao, o ve-
tor, o veiculo de clonagem, o vetor de expressao, o vetor de clonagem como
definido na reivindicagédo 2 ou a célula ou a célula hospedeira transformada
como definido na reivindicagao 3; ou, (ii) o animal ndo-humano transgénico
de (i), em que o animal € um camundongo, um rato, uma cabra, um coelho,
uma ovelha, um porco ou uma vaca.

5. Planta ou semente transgénica (i) que compreende: o acido
nucleico como definido na reivindicagdo 1 ou o cassete de expressé&o, o ve-
tor, o veiculo de clonagem, o vetor de expresséo, o vetor de clonagem como
definido na reivindicagdo 2 ou a célula ou a célula hospedeira transformada
da reivindicacao 3; ou, (ii) a planta ou a semente transgénica de (i),

e opcionalmente em que a planta é uma planta de milho, uma
planta de batata, uma planta de tomate, uma planta de trigo, uma planta de

semente oleosa, uma planta de semente de colza, uma planta de soja ou
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uma planta de tabaco ou uma planta de forragem e/ou uma planta para ali-
mentagéo para um animal ou para um animal ruminante,

e opcionalmente a planta € ou compreende a planta de forragem
ou para alimentagéo é feno, milho, paingo, soja, trigo, fagopiro, cevada, alfa-
fa, centeio, uma graminea anual, sorgo, capim do Sudao, grama aveludada
ou capim de Bufalo; ou, a semente € uma semente de milho, um gréao de
trigo, uma semente oleosa, uma semente de soja, uma semente de palma,
uma semente de girassol, uma semente de gergelim, um amendoim ou uma
semente de amendoim, uma semente de alfafa, uma semente de algodao,
uma semente de agafroa, uma semente de sorgo, um grao de aveia, uma
semente de centeio, uma semente de paingo, uma semente de cevada, um
grao de arroz, uma semente de ervilha ou uma semente de planta de tabaco,

e opcionalmente a planta & milho, alfalfa, girassol, Brassica, so-
ja, cana de acucar, algodao, agafroa, amendoim, sorgo, trigo, aveia, centeio,
paingo, cevada, arroz, coniferas, ervilha, feijao, soja, batata, batata doce,
mandioca, taioba, bambu ou beterraba.

6. Oligonucleotideo antissenso que compreende um acido nucle-
ico que possui a sequéncia, como definido na reivindicacido 1 e pelo menos
uma, duas, trés, quatro, cinco, seis, sete, oito, nove, dez, onze, doze, treze
ou todas as quatorze das modificagdes de sequéncias de pares de bases de
nucleotideos na SEQ ID NO: 1, em que opcionalmente o oligonucleotideo
antissenso tem entre aproximadamente 10 até 50, aproximadamente 20 até
60, aproximadamente 30 até 70, aproximadamente 40 até 80, aproximada-
mente 60 até 100 ou aproximadamente 50 até 150 bases de comprimento.

7. Processo de inibigdo da tradugcdo da mensagem de uma fitase
em uma célula que compreende a administragéo a célula ou a expressao na
célula de um oligonucleotideo antissenso como definido na reivindicagao 6.

8. Molécula de RNA inibidor (RNAI) de fita dupla (a) que com-
preende uma subsequéncia da sequéncia como definida na reivindicagao 1,
em que opcionalmente o RNAi € um siRNA ou um microRNA inibidor (um
miRNA); ou, (b) a molécula de RNA inibidor (RNAI) de fita dupla de (a), em
que o RNAI tem aproximadamente 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25
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ou mais nucleotideos em duplex de comprimento.

9. Processo de inibigdo da expressio de uma fitase em uma cé-
lula que compreende (a) a administragdo a célula ou a expressao na célula
do RNA inibidor (RNAI) de fita dupla como definido na reivindicacao 8.

10. Polipeptideo de fitase sintético ou recombinante isolado que
compreende

(a) (i) uma sequéncia de aminoacidos que possui pelo menos
95%, 96% 97%, 98% ou 99% de identidade de sequéncia em relagdo a SEQ
ID NO: 2 e codificada por um polinucleotideo que compreende pelo menos
uma, duas, trés, quatro, cinco, seis, sete, oito, nove, dez, onze, doze, treze
ou todas as quatorze das modificagbes de sequéncias de pares de bases de
nucleotideos na SEQ ID NO: 1, selecionadas do grupo que consiste em:

os nucleotideos nas posi¢oes 139 até 141 sao TTT ou TTC;

os nucleotideos nas posigdes 289 até 291 sdo GTT, GTC, GTA

ou GTG;

os nucleotideos nas posigoes 289 até 291 sdao GAA ou GAG;

os nucleotideos nas posigcoes 406 até 408 sao CAT ou CAC;

os nucleotideos nas posigbes 475 até 477 sao GTT, GTC, GTA
ou GTG;

os nucleotideos nas posi¢coes 475 até 477 sao GAA ou GAG;

os nucleotideos nas posi¢des 487 até 489 sao CGT, CGC, CGA,
CGG, AGA ou AGG;

os nucleotideos nas posi¢des 490 até 492 sao CGT, CGC, CGA,
CGG, AGA ou AGG;

os nucleotideos nas posi¢gdes 502 até 504 sao CGT, CGC, CGA,
CGG, AGA ou AGG;

os nucleotideos nas posi¢gdes 535 até 537 sdo CGT, CGC, CGA,
CGG, AGA ou AGG;

os nucleotideos nas posi¢coes 676 até 678 sdo GAT ou GAC;

os nucleotideos nas posigées 697 até 699 sao TGG;

os nucleotideos nas posigdes 823 até 825 sao GTT, GTC, GTA
ou GTG;
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os nucleotideos nas posigdes 865 até 867 sao GCT, GCC, GCA
ou GCG;

os nucleotideos nas posigdes 1045 até 1047 sdo TAT ou TAC; e

os nucleotideos nas posigdes 1087 até 1089 sao CCA, CCC,
CCG ou CCT;

(if) uma sequéncia de aminoacidos que possui pelo menos 95%,
96% 97%, 98% ou 99% de identidade de sequéncia em relacao a SEQ ID
NO: 2 e codificada por um polinucleotideo que compreende pelo menos u-
ma, duas, trés, quatro, cinco, seis, sete, oito, nove, dez, onze, doze, treze ou
todas as quatorze das modificacbes de sequéncias de pares de bases de
nucleotideos na SEQ ID NO: 1, selecionadas do grupo que consiste em:

os nucleotideos no equivalente das posi¢cdes 139 até 141 sao
TTTouTTC,;

os nucleotideos no equivalente das posigées 289 até 291 sao
GTT, GTC, GTA ou GTG;

os nucleotideos no equivalente das posi¢cées 289 até 291 sao
GAA ou GAG;

os nucleotideos no equivalente das posicdes 406 até 408 sao
CAT ou CAC;

os nucleotideos no equivalente das posi¢cées 475 até 477 sao
GTT, GTC, GTA ou GTG;

0s nucleotideos no equivalente das posicdes 475 até 477 sao
GAA ou GAG;

os nucleotideos no equivalente das posicdes 487 até 489 sao
CGT, CGC, CGA, CGG, AGA ou AGG;

os nucleotideos no equivalente das posigdes 490 até 492 s&o
CGT, CGC, CGA, CGG, AGA ou AGG;

os nucleotideos no equivalente das posigdes 502 até 504 sao
CGT, CGC, CGA, CGG, AGA ou AGG;

os nucleotideos no equivalente das posicdes 535 até 537 sao
CGT, CGC, CGA, CGG, AGA ou AGG;

os nucleotideos no equivalente das posigdes 676 até 678 sao
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GAT ou GAC;

os nucleotideos no equivalente das posigbes 697 até 699 sao
TGG;

os nucleotideos no equivalente das posicoes 823 até 825 sao
GTT, GTC, GTA ou GTG;

os nucleotideos no equivalente das posicbes 865 até 867 sao
GCT, GCC, GCA ou GCG;

os nucleotideos no equivalente das posi¢cdes 1045 até 1047 sao
TAT ou TAC; e

os nucleotideos no equivalente das posi¢cdes 1087 até 1089 sao
CCA, CCC, CCG ou CCT;

(iil) uma sequéncia de aminoacidos que compreende pelo menos
uma, duas, trés, quatro, cinco, seis, sete, oito, nove, dez, onze, doze, treze
ou todas as quatorze das modificagdes nos residuos de aminoacidos na
SEQ ID NO: 2, selecionadas do grupo que consiste em:

o aminoacido alanina na posigdo de aminoacido 47 da SEQ ID
NO: 2 é alterado para uma fenilalanina,;

0 aminoacido cisteina na posi¢cao de aminoacido 97 da SEQ ID
NO: 2 é alterado para uma valina;

o aminoacido cisteina na posi¢cdo de aminoacido 97 da SEQ ID
NO: 2 é alterado para um acido glutamico;

0 aminoacido no equivalente da treonina na posi¢ao de aminoa-
cido 136 da SEQ ID NO: 2 é alterado para uma histidina;

o aminoacido asparagina na posicdo de aminoacido 159 da SEQ
ID NO: 2 é alterado para uma valina;

o aminoacido asparagina na posigdo de aminoacido 159 da SEQ
ID NO: 2 é alterado para um acido glutamico;

o aminoacido no equivalente da treonina na posi¢ao de aminoa-
cido 163 da SEQ ID NO: 2 é alterado para uma arginina,

o aminoacido acido aspartico na posicdo de aminoacido 164 da
SEQ ID NO: 2 é alterado para uma arginina;

o aminoacido acido glutamico na posi¢cdo de aminoacido 168 da
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SEQ ID NO: 2 é alterado para uma arginina,

o aminoacido glicina na posicao de aminoacido 179 da SEQ ID
NO: 2 é alterado para uma arginina;

o aminoacido cisteina na posi¢do de aminoacido 226 da SEQ ID
NO: 2 é alterado para um acido aspartico;

o aminoacido valina na posi¢cao de aminoacido 233 da SEQ ID
NO: 2 é alterado para um triptofano;

o aminoacido glutamina na posi¢do de aminoacido 275 da SEQ
ID NO: 2 é alterado para uma valina;

o aminoacido arginina na posi¢cao de aminoacido 289 da SEQ ID
NO: 2 é alterado para uma alanina;

o aminoacido treonina na posigdo de aminoacido 349 da SEQ ID
NO: 2 é alterado para uma tirosina; e

o aminoacido leucina na posicéo de aminoacido 363 da SEQ 1D
NO: 2 é alterado para uma prolina;

(iv) uma sequéncia de aminoacidos que compreende pelo me-
nos uma, duas, trés, quatro, cinco, seis, sete, oito, nove, dez, onze, doze,
treze ou todas as quatorze das modificagdes nos residuos de aminoacidos
na SEQ ID NO: 2, selecionadas do grupo que consiste em:

o aminoacido no equivalente da alanina na posigdo de aminoa-
cido 47 da SEQ ID NO: 2 é alterado para uma fenilalanina;

o aminoacido no equivalente da cisteina na posicdo de aminoa-
cido 97 da SEQ ID NO: 2 ¢ alterado para uma valina;

o aminoacido no equivalente da cisteina na posigdo de aminoa-
cido 97 da SEQ ID NO: 2 é alterado para um acido glutamico;

o aminoacido no equivalente da treonina na posigdo de aminoa-
cido 136 da SEQ ID NO: 2 é alterado para uma histidina;

o aminoacido no equivalente da asparagina na posigao de ami-
noacido 159 da SEQ ID NO: 2 ¢ alterado para uma valina,

o aminoacido no equivalente da asparagina na posigéo de ami-
noacido 159 da SEQ ID NO: 2 é alterado para um acido glutamico;

o aminoacido no equivalente da treonina na posigdo de aminoa-
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cido 163 da SEQ ID NO: 2 ¢é alterado para uma arginina;

o aminoacido no equivalente do acido aspartico na posigéo de
aminoacido 164 da SEQ ID NO: 2 ¢é alterado para uma arginina;

o aminoacido no equivalente do acido glutdmico na posigdo de
aminoacido 168 da SEQ ID NO: 2 é alterado para uma arginina;

o aminoacido no equivalente da glicina na posigao de aminoaci-
do 179 da SEQ ID NO: 2 é alterado para uma arginina;

o aminoacido no equivalente da cisteina na posicdo de aminoa-
cido 226 da SEQ ID NO: 2 é alterado para um acido aspartico,

0 aminoacido no equivalente da valina na posigao de aminoacido
233 da SEQ ID NO: 2 ¢é alterado para um triptofano;

o aminoacido no equivalente da glutamina na posicao de amino-
acido 275 da SEQ ID NO: 2 é alterado para uma valina;

o aminoacido no equivalente da arginina na posigdo de aminoa-
cido 289 da SEQ ID NO: 2 ¢é alterado para uma alanina;

o aminoacido no equivalente da treonina na posigdo de aminoa-
cido 349 da SEQ ID NO: 2 é alterado para uma tirosina; e

o aminoacido no equivalente da leucina na posi¢gao de aminoaci-
do 363 da SEQ ID NO: 2 ¢é alterado para uma prolina; ou

(v) o polipeptideo de qualquer um de (i) até (iv), em que as iden-
tidades de sequéncia sdo determinadas através da analise com um algorit-
mo de comparacéo de sequéncias ou através de uma inspecéo visual,

(b) o polipeptideo de (a) que possui uma atividade de fitase, mas
que nao possui: uma sequéncia sinal ou uma sequéncia de pré-proteina;

(c) o polipeptideo de (a) que possui uma atividade de fitase e
que compreende ainda uma sequéncia heteréloga;

(d) o polipeptideo de (c), em que a sequéncia de aminoacidos
heteréloga compreende ou consiste em uma sequéncia sinal heterdloga (li-
der) ou uma marcagiao ou um epitopo ou a sequéncia heteréloga compreen-
de um peptideo de identificagéao;

(e) o polipeptideo de (c) ou (d), em que a sequéncia sinal hetero-

loga (lider) compreende ou consiste em uma extensao N-terminal e/ou C-
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terminal para direcionamento para um reticulo endoplasmatico (ER) ou uma
endomembrana ou para o reticulo endoplasmatico de uma planta (ER) ou
um sistema de endomembranas ou a sequéncia de aminoacidos heteréloga
compreende ou consiste em um sitio alvo de enzima;

(f) o polipeptideo de qualquer um de (a) até (e), em que a ativi-
dade de fitase compreende: a catalise da hidrolise de um fitato em um ali-
mento, um produto alimenticio ou uma bebida ou um alimento, um produto
alimenticio ou uma bebida que compreende um alimento para animais a ba-
se de cereais, um mosto ou uma cerveja, uma massa, um fruto ou um vege-
tal; ou, a catalise da hidrélise de um fitato em uma célula microbiana, uma
célula fungica, uma célula de mamifero ou uma célula vegetal; ou, a ativida-
de de fitase compreende a catalise de fitato (mio-inositol-hexafosfato) em
inositol e fosfato inorganico; ou, a hidrélise de fitato (mio-inositol-
hexafosfato);

(g) o polipeptideo de qualquer um de (a) até (f), em que (i) o po-
lipeptideo é glicosilado ou o polipeptideo compreende pelo menos um sitio
de glicosilagéo, (ii) o polipeptideo de (i) em que a glicosilagdao é uma glicosi-
lacao ligada a N ou uma glicosilagao ligada a O; (iii) o polipeptideo de (i) ou
(i) em que o polipeptideo é glicosilado apds ser expresso em uma céluia de
levedura; ou (iv) o polipeptideo de (iii) em que a célula de levedura € uma P.
pastoris ou a S. pombe;

(h) o polipeptideo de qualquer um de (a) até (g), em que a ativi-
dade de fitase é termoestavel ou o polipeptideo mantém uma atividade de
fitase sob condi¢bes que compreendem uma faixa de temperatura de apro-
ximadamente -100°C até aproximadamente -80°C, aproximadamente -80°C
até aproximadamente -40°C, aproximadamente -40°C até aproximadamente
-20°C, aproximadamente -20°C até aproximadamente 0°C, aproximadamen-
te 0°C até aproximadamente 37°C, aproximadamente 0°C até aproximada-
mente 5°C, aproximadamente 5°C até aproximadamente 15°C, aproximada-
mente 15°C até aproximadamente 25°C, aproximadamente 25°C até aproxi-
madamente 37°C, aproximadamente 37°C até aproximadamente 45°C, a-

proximadamente 45°C até aproximadamente 55°C, aproximadamente 55°C
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até aproximadamente 70°C, aproximadamente 70°C até aproximadamente
75°C, aproximadamente 75°C até aproximadamente 85°C, aproximadamen-
te 85°C até aproximadamente 90°C, aproximadamente 90°C até aproxima-
damente 95°C, aproximadamente 95°C até aproximadamente 100°C, apro-
ximadamente 100°C até aproximadamente 105°C, aproximadamente 105°C
ate aproximadamente 110°C, aproximadamente 110°C até aproximadamen-
te 120°C ou 95°C, 96°C, 97°C, 98°C, 99°C, 100°C, 101°C, 102°C, 103°C,
104°C, 105°C, 106°C, 107°C, 108°C, 109°C, 110°C, 111°C, 112°C, 113°C,
114°C, 115°C ou mais ou

em que a atividade da fitase termoestavel compreende uma ati-
vidade especifica sob condicdes que compreendem uma temperatura de
aproximadamente 37°C na faixa de aproximadamente 100 até aproximada-
mente 1000 unidades por miligrama de proteina; ou, a atividade da fitase
termoestavel compreende uma atividade especifica de aproximadamente
500 até aproximadamente 750 unidades por miligrama de proteina; ou, a
atividade da fitase termoestavel compreende uma atividade especifica a
37°C na faixa de aproximadamente 500 até aproximadamente 1200 unida-
des por miligrama de proteina; ou, a atividade da fitase termoestavel com-
preende uma atividade especifica a 37°C na faixa de aproximadamente 750
até aproximadamente 1000 unidades por miligrama de proteina;

(i) o polipeptideo de qualquer um de (a) até (g), em que a ativi-
dade de fitase é termotolerante ou o polipeptideo mantém uma atividade de
fitase apos a exposi¢do a uma temperatura na faixa de aproximadamente -
100°C até aproximadamente -80°C, aproximadamente -80°C até aproxima-
damente -40°C, aproximadamente -40°C até aproximadamente -20°C, apro-
ximadamente -20°C até aproximadamente 0°C, aproximadamente 0°C até
aproximadamente 37°C, aproximadamente 0°C até aproximadamente 5°C,
aproximadamente 5°C até aproximadamente 15°C, aproximadamente 15°C
até aproximadamente 25°C, aproximadamente 25°C até aproximadamente
37°C, aproximadamente 37°C até aproximadamente 45°C, aproximadamen-
te 45°C até aproximadamente 55°C, aproximadamente 55°C até aproxima-

damente 70°C, aproximadamente 70°C até aproximadamente 75°C, aproxi-
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madamente 75°C até aproximadamente 85°C, aproximadamente 85°C até
aproximadamente 90°C, aproximadamente 90°C até aproximadamente
95°C, aproximadamente 95°C até aproximadamente 100°C, aproximada-
mente 100°C até aproximadamente 105°C, aproximadamente 105°C até a-
proximadamente 110°C, aproximadamente 110°C até aproximadamente
120°C ou 95°C, 96°C, 97°C, 98°C, 99°C, 100°C, 101°C, 102°C, 103°C,
104°C, 105°C, 106°C, 107°C, 108°C, 109°C, 110°C, 111°C, 112°C, 113°C,
114°C, 115°C ou mais ou

em que a termotolerancia compreende a conservagdo de pelo
menos metade da atividade especifica da fitase a 37°C apds ser aquecida a
uma temperatura elevada; ou em que a termotolerancia compreende a con-
servacao da atividade especifica a 37°C na faixa de aproximadamente 500
ate aproximadamente 1200 unidades por miligrama de proteina apds ser
aquecida a uma temperatura elevada ou

em que a atividade da fitase termotolerante compreende uma
atividade especifica ap6s a exposi¢cao a uma temperatura a aproximadamen-
te 37°C na faixa de aproximadamente 100 até aproximadamente 1000 uni-
dades por miligrama de proteina; ou, a atividade da fitase termoestavel com-
preende uma atividade especifica de aproximadamente 500 até aproxima-
damente 750 unidades por miligrama de proteina; ou, a atividade da fitase
termoestavel compreende uma atividade especifica a 37°C na faixa de apro-
ximadamente 500 até aproximadamente 1200 unidades por miligrama de
proteina; ou, a atividade da fitase termoestavel compreende uma atividade
especifica a 37°C na faixa de aproximadamente 750 até aproximadamente
1000 unidades por miligrama de proteina;

(j) o polipeptideo de qualquer um de (a) até (h), em que a ativi-
dade de fitase compreende uma atividade especifica a aproximadamente
37°C na faixa de aproximadamente 100 até aproximadamente 1000 unida-
des por miligrama de proteina, de aproximadamente 500 até aproximada-
mente 750 unidades por miligrama de proteina, de aproximadamente 500
até aproximadamente 1200 unidades por miligrama de proteina ou de apro-

ximadamente 750 até aproximadamente 1000 unidades por miligrama de
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proteina;

(k) o polipeptideo de qualquer um de (a) até (j), em que o poli-
peptideo mantém uma atividade de fitase sob condigbes que compreendem
aproximadamente pH 6,5, pH 6, pH 5,5, pH 5, pH 4,5, pH 4,0, pH 3,5, pH 3,0
ou menor (mais acido); ou, o polipeptideo mantém uma atividade de fitase
sob condi¢cées que compreendem aproximadamente pH 7,5, pH 8,0, pH 8,5,
pH 9, pH 9,5, pH 10, pH 10,5, pH 11,0, pH 11,5, pH 12,0, pH 12,5 ou maior
(mais basico); ou

() o polipeptideo de qualquer um de (a) até (k), em que (i) o po-
lipeptideo compreende ainda residuos de aminoacidos adicionais entre uma
sequéncia sinal (sequéncia lider ou peptideo-lider) e a enzima.

11. Preparacao de proteina que compreende o polipeptideo co-
mo definida na reivindicagdo 10, em que a preparacao de proteina compre-
ende um liquido, uma pasta fluida, um pd, um spray, uma suspensao, uma
formulagao/composicao liofilizada, um sélido, um geltab, uma pilula, um im-
plante, um gel; ou uma formulagao farmacéutica, um alimento ou um produto
alimenticio ou um suplemento do mesmo.

12. Heterodimero: (i) que compreende o polipeptideo como defi-
nido na reivindicagao 10 e um segundo dominio; ou (ii) o heterodimero de (i),
em que o segundo dominio &€ um polipeptideo e o heterodimero € uma prote-
ina de fusdo e/ou o segundo dominio &€ um epitopo ou uma marcagao.

13. Polipeptideo imobilizado, em que (i) o polipeptideo compre-
ende o polipeptideo de acordo com a reivindicagdo 10 ou o heterodimero
como definido na reivindicacdo 12; ou (ii) o polipeptideo € imobilizado sobre
ou dentro de uma célula, uma vesicula, um lipossomo, um filme, uma mem-
brana, um metal, uma resina, um polimero, uma ceramica, um vidro, um mi-
croeletrodo, uma particula grafitica, uma esfera, um gel, uma placa, um ar-
ranjo, um tubo capilar, um cristal, um comprimido, uma pilula, uma capsula,
um p6, um aglomerado, uma superficie ou uma estrutura porosa.

14. Arranjo que compreende um polipeptideo imobilizado, em
que o polipeptideo compreende o polipeptideo como definido na reivindica-

cao 10 ou o heterodimero como definido na reivindicagédo 12 ou o acido nu-
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cleico como definido na reivindicagéo 1 ou uma combinacgio dos mesmos.

15. Anticorpo sintético ou recombinante isolado (i) que se liga
especificamente ao polipeptideo como definido na reivindicagdo 12 ou a um
polipeptideo codificado pelo acido nucleico como definido na reivindicagao 1;
ou, (i) em que o anticorpo de (i) um anticorpo monoclonal ou um policlonal.

16. Hibridoma que compreende ou que produz, o anticorpo como
definido na reivindicagao 15.

17. Processo de obtencédo de um polipeptideo recombinante que
compreende as etapas de: (a) fornecimento de um acido nucleico ligado de
forma operacional a um promotor; em que o acido nucleico compreende a
sequéncia como definido na reivindicagao 1; e (b) expressao do acido nucle-
ico da etapa (a) sob condigées que permitam a expressdo do polipeptideo,
produzindo assim um polipeptideo recombinante,

e opcionalmente o processo compreende ainda a transformacao
de uma célula hospedeira com o acido nucleico da etapa (a) seguida pela
expressao do acido nucleico da etapa (a), produzindo assim o polipeptideo
recombinante em uma célula hospedeira transformada.

18. Processo para identificagcdo de um polipeptideo que possui
uma atividade de fitase que compreende as etapas a seguir: (a) fornecimen-
to do polipeptideo como definido na reivindicagao 10; (b) fornecimento de um
substrato de fitase; e (c) contato do polipeptideo ou de um fragmento ou uma
variagado do mesmo da etapa (a) com o substrato da etapa (b) e detecgédo de
um aumento na quantidade de substrato ou de um decréscimo na quantida-
de de produto de reagdo, em que um decréscimo na quantidade do substrato
ou um aumento na quantidade do produto de reagao detecta um polipepti-
deo que possui uma atividade de fitase.

19. Processo para identificagdo de um substrato de fitase que
compreende as etapas a seguir: (a) fornecimento do polipeptideo como defi-
nido na reivindicacao 10; (b) fornecimento de um substrato de teste; e (c)
contato do polipeptideo da etapa (a) com o substrato de teste da etapa (b) e
deteccdao de um aumento na quantidade de substrato ou de um decréscimo

na quantidade de produto de reagdo, em que um decréscimo na quantidade



10

15

20

25

30

21

do substrato ou um aumento na quantidade do produto de reagio identifica o
substrato de teste como um substrato de fitase.

20. Processo de determinacéo do fato de um composto se ligar
especificamente a um polipeptideo que compreende as etapas a seguir: (a)
express&do de um acido nucleico ou de um vetor que compreende o acido
nucleico sob condigcbes permissivas para a tradugao do acido nucleico em
um polipeptideo, em que o acido nucleico compreende a sequéncia como
definido na reivindicagao 1; (b) contato do polipeptideo com o composto de
teste; e (c) determinagao do fato do composto de teste se ligar especifica-
mente ao polipeptideo, determinando assim que o composto se liga especifi-
camente ao polipeptideo.

21. Processo para identificagdo de um modulador de uma ativi-
dade de fitase que compreende as etapas a seguir: (a) fornecimento do poli-
peptideo da fitase como definido na reivindicagéao 10; (b) fornecimento de um
composto de teste; (c) contato do polipeptideo da etapa (a) com o composto
de teste da etapa (b) e medida de uma atividade da fitase, em que uma alte-
racdo na atividade de fitase medida na presenga do composto de teste com-
parada com a atividade na auséncia do composto de teste fornece uma de-
terminagao de que o composto de teste modula a atividade de fitase,

em que opcionalmente a atividade de fitase € medida através do
fornecimento de um substrato de fitase e a deteccdo de um aumento na
quantidade do substrato ou de um decréscimo na quantidade de um produto
de reacdo e opcionalmente de um decréscimo na quantidade do substrato
ou de um aumento na quantidade do produto de reagdo com o composto de
teste quando comparada com a quantidade de substrato ou do produto de
reagcdo sem o composto de teste identifica o composto de teste como um
ativador da atividade de fitase e opcionalmente um aumento na quantidade
do substrato ou um decréscimo na quantidade do produto de reagdo com o
composto de teste quando comparada com a quantidade de substrato ou do
produto de reagcdo sem o composto de teste identifica o composto de teste
como um inibidor de atividade de fitase.

22. Sistema de computador que compreende um processador e
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um dispositivo de armazenamento de dados em que o dito dispositivo de
armazenamento de dados possui armazenado no mesmo uma sequéncia de
polipeptideo ou uma sequéncia de acido nucleico, em que a sequéncia de
polipeptideo compreende a sequéncia como definido na reivindicacéo 10 e o
acido nucleico compreende a sequéncia como definido na reivindicagao 1

e opcionalmente o processo compreende ainda um algoritmo de
comparacao de sequéncias e um dispositivo de armazenamento de dados
que possui pelo menos uma sequéncia de referéncia armazenada no mesmo
e opcionalmente o algoritmo de comparagéo de sequéncias compreende um
programa de computador que indica polimorfismos e opcionalmente o pro-
cesso compreende ainda um identificador que identifica uma ou mais carac-
teristicas na dita sequéncia.

23. Meio que pode ser lido no computador que possui armaze-
nado no mesmo uma sequéncia de polipeptideo ou uma sequéncia de acido
nucleico, em que a sequéncia de polipeptideo compreende a sequéncia de
aminoacidos como definido na reivindicagdo 10 e o acido nucleico compre-
ende a sequéncia como definido na reivindicagao 1.

24. Processo para identificagdo de uma caracteristica em uma
sequéncia que compreende as etapas de: (a) leitura da sequéncia utilizando
um programa de computador que identifica uma ou mais caracteristicas na
sequéncia, em que a sequéncia compreende uma sequéncia de polipeptideo
ou uma sequéncia de acido nucleico, em que a sequéncia de polipeptideo
compreende a sequéncia de aminoacidos como definido na reivindicagao 10
e o acido nucleico compreende a sequéncia como definido na reivindicagéo
1; e, (b) identificagdo de uma ou mais caracteristicas na sequéncia com o
programa de computador.

25. Processo para comparagado de uma primeira sequéncia com
uma segunda sequéncia que compreende as etapas de: (a) leitura da primei-
ra sequéncia e da segunda sequéncia através do uso de um programa de
computador que compara as sequéncias, em que a primeira sequéncia com-
preende uma sequéncia de polipeptideo ou uma sequéncia de acido nuclei-

co, em que a sequéncia de polipeptideo compreende a sequéncia de amino-
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acidos como definido na reivindicacdao 10 e o acido nucleico compreende a
sequéncia como definido na reivindicagcao 1; e, (b) determinagdo das dife-
rengas entre a primeira sequéncia e a segunda sequéncia com o0 programa
de computador,

em que opcionalmente a etapa de determinacao das diferencas
entre a primeira sequéncia e a segunda sequéncia compreende ainda a eta-
pa de identificagdo de polimorfismos e opcionalmente o processo compreen-
de ainda um identificador que identifica uma ou mais caracteristicas em uma
sequéncia e opcionalmente o processo compreende a leitura da primeira
sequéncia utilizando um programa de computador e a identificacado de uma
ou mais caracteristicas na sequéncia.

26. Processo para hidrélise de um inositol-hexafosfato em inosi-
tol e fosfato inorganico que compreende:

(i) (a) fornecimento de um polipeptideo que possui uma atividade
de fitase, em que o polipeptideo compreende a sequéncia de aminoacidos
como definido na reivindicacdo 10, ou, um polipeptideo codificado pelo acido
nucleico como definido na reivindicagao 1; (b) fornecimento de uma compo-
sicdo que compreende um inositol-hexafosfato; e (c) contato do polipeptideo
da etapa (a) com a composig¢ao da etapa (b) sob condigbes em que o poli-
peptideo hidrolisa o inositol-hexafosfato para produzir inositol e fosfato inor-
ganico;

(ii) o processo de (i), em que as condi¢des compreendem uma
temperatura de entre aproximadamente 370C e aproximadamente 700C,
entre aproximadamente 500C e aproximadamente 800C ou entre aproxima-
damente 600C e aproximadamente 900C; ou

(ii) o processo de (i) ou (ii), em que a composigado compreende
um acido fitico.

27. Processo para eliminagdo de goma de 6leo que compreen-
de: (a) o fornecimento de um polipeptideo que possui uma atividade de fita-
se, em que o polipeptideo compreende a sequéncia de aminoacidos como
definido na reivindicacédo 10 ou, um polipeptideo codificado pelo acido nucle-

ico como definido na reivindicacéo 1; (b) o fornecimento de uma composicao
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que compreende um 6leo vegetal; e (c) o contato do polipeptideo da etapa
(a) e o 6leo vegetal da etapa (b) sob condigbes em que o polipeptideo pode
clivar uma ligagao de inositol-fosfato inorganico, eliminando assim a goma
do Oleo vegetal.

28. Processo para produgado de um produto alimenticio para a-
nimais ou um alimento ou um produto alimenticio ou um suplemento alimen-
tar, que compreende:

(i) (a) a transformagdo de uma planta, uma parte da planta ou
uma célula vegetal com um polinucleotideo que codifica um polipeptideo da
enzima fitase, em que a fitase compreende um polipeptideo que compreen-
de a sequéncia de aminoacidos como definido na reivindicagao 10 ou, um
polipeptideo codificado pelo acido nucleico como definido na reivindicacgéo 1;
(b) o cultivo da planta, da parte da planta ou da célula vegetal sob condigées
em que a enzima fitase & expressa; e, (c) a conversdo da planta, das partes
da planta ou da célula vegetal em uma composicéo adequada para alimentar
um animal ou para um alimento ou um produto alimenticio ou um suplemen-
to alimentar ou adicéo da planta, da parte da planta ou da célula vegetal cul-
tivada a um produto alimenticio para animais ou um alimento ou um produto
alimenticio ou um suplemento alimentar, produzindo assim um produto ali-
menticio para animais ou alimento ou um produto alimenticio ou um suple-
mento alimentar;

(i) o processo de (i), em que o polinucleotideo esta contido em
um vetor de expressao e opcionalmente o vetor compreende uma sequéncia
de controle da expressao capaz de expressar o acido nucleico em uma célu-
la vegetal,

(iii) o processo de (i), em que o animal € um animal monogastri-
co e opcionalmente o animal € um ruminante;

(iv) o processo de qualquer um de (i) até (iii), em que o produto
alimenticio para animais ou o alimento ou o produto alimenticio ou o suple-
mento alimentar, esta na forma de uma matriz de fornecimento, um pélete,
um comprimido, um gel, liquidos, um spray, gréo triturado ou um po;

(v) o processo de qualquer um de (i) até (iv), em que a enzima
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fitase & glicosilada ou a enzima fitase & glicosilada para fornecer termotole-
rancia ou termoestabilidade em condi¢cdes de peletizacio; ou

(vi) o processo de (iv) ou (v), em que a matriz de fornecimento é
formada através da peletizagdo de uma mistura que compreende um embri-
ao de grao e a enzima fitase para produzir uma particula e opcionalmente os
peéletes sao produzidos sob condicdes que compreendem a aplicagido de
vapor, opcionalmente os péletes sdo produzidos sob condi¢gées que compre-
endem a aplicagdo de uma temperatura em excesso de 80°C durante apro-
ximadamente 5 minutos e opcionalmente o pélete compreende uma enzima
fitase que compreende uma atividade especifica de pelo menos 350 até a-
proximadamente 900 unidades por miligrama de enzima.

29. Processo para fornecimento de um suplemento de enzima
fitase a um animal ou a um ser humano, o dito processo compreendendo:

(i) (a) a preparacao de uma matriz de fornecimento comestivel
que compreende um veiculo comestivel € uma enzima fitase que compreen-
de um polipeptideo que compreende a sequéncia de aminoacidos como de-
finido na reivindicagdo 10, em que a matriz se dispersa rapidamente e libera
a enzima fitase quando colocada em meio aquoso e, (b) a administracdo da
matriz de fornecimento da enzima comestivel ao animal ou ao ser humano;

(ii) o processo de (i), em que a matriz de fornecimento comesti-
vel compreende um veiculo comestivel granulado;

(iii) o processo de (i) ou (ii), em que a matriz de fornecimento
comestivel esta na forma de péletes, comprimidos, géis, liquidos, pasta flui-
da, suspenséao, sprays ou pos ou na forma de um implante;

(iv) o processo de (i), (ii) ou (iii), em que o veiculo comestivel
compreende um veiculo selecionado do grupo que consiste em embrido do
grao, feno, alfafa, capim rabo de rato, casca de soja, farinha grossa de se-
mente de girassol, farinha grossa de milho, farinha grossa de soja e farinha
grossa de trigo; ou

(v) o processo de qualquer um ou (i) até (iv), em que o veiculo
comestivel compreende o embrido de grao que é esgotado de dleo.

30. Alimento ou produto alimenticio ou um alimento ou um su-
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plemento alimentar, para um animal ou um ser humano: (i) que compreende
o polipeptideo como definido na reivindicagao 10 ou o heterodimero como
definido na reivindicagdo 12; (ii) o alimento ou o produto alimenticio ou um
alimento ou um suplemento alimentar de (i), em que o polipeptideo €& glicosi-
lado ou a atividade de fitase é termotolerante ou termoestavel; ou, (iii) o ali-
mento ou o produto alimenticio ou um alimento ou um suplemento alimentar
de (i) ou (ii) produzido na forma de pélete, pilula, comprimido, capsula, gel-
tab, spray, po, pasta fluida, suspensao ou liquida ou produzido utilizando
aditivos revestidos com polimero ou produzido na forma granulada ou pro-
duzido através da secagem por atomizacao.

31. Matriz de fornecimento de enzima comestivel ou que pode
ser absorvida: (i) que compreende o polipeptideo como definido na reivindi-
cacéo 10 ou o heterodimero como definido na reivindicagéo 12; (ii) a matriz
de fornecimento de enzima comestivel ou que pode ser absorvida de (i), em
que o polipeptideo é glicosilado e opcionalmente a atividade de fitase € ter-
motolerante ou termoestavel; ou, (iii) a matriz de fornecimento de enzima
comestivel ou que pode ser absorvida de (i) ou (ii) que compreende ou pro-
duzida na forma de, um pélete ou a matriz de fornecimento de enzima co-
mestivel ou que pode ser absorvida é produzida na forma de pélete, pilula,
comprimido, capsula, geltab, spray, pé ou liquida ou produzida utilizando
aditivos revestidos com polimero ou produzida na forma de granulado ou
produzida através de secagem por atomizacéo.

32. Pélete comestivel ou que pode ser absorvido: (i) que com-
preende um granulado comestivel ou um veiculo que pode ser absorvido e o
polipeptideo como definido na reivindicagdo 10 ou o heterodimero como de-
finido na reivindicacdo 12; (ii) o pélete comestivel ou que pode ser absorvido
de (i), em que o polipeptideo é glicosilado e/ou o polipeptideo possui uma
atividade de fitase que & termotolerante ou termoestavel; ou, (iii) o pélete
comestivel ou que pode ser absorvido de (i) ou (ii), em que o pélete é produ-
zido na forma de pélete, pilula, comprimido, capsula, geltab, spray, pé ou
liquida, de pasta fluida ou suspenséo ou produzida utilizando aditivos reves-

tidos com polimero ou produzida na forma de granulado ou produzida atra-
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vés de secagem por atomizagao.

33. Farinha grossa de soja: (i) que compreende o polipeptideo
como definido na reivindicagdo 10 ou o heterodimero como definido na rei-
vindicacao 12; ou, (ii) a farinha grossa de soja de (i) produzida na forma de
pélete, pilula, comprimido, capsula, gel, geltab, spray, pd, pasta fluida, sus-
pensao ou liquida.

34. Processo de aumento da resisténcia de um polipeptideo da
fitase a inativagdo enzimatica em um sistema digestivo de um animal (i) que
compreende a glicosilagdo de um polipeptideo da fitase que compreende o
polipeptideo como definido na reivindicagdo 10, aumentando assim a resis-
téncia do polipeptideo da fitase a inativagao enzimatica em um sistema di-
gestivo de um animail; (ii) o processo de (i), em que a glicosilagao & glicosila-
cao ligada a N; (iii) o processo de (i) ou (ii), em que o polipeptideo da fitase &
glicosilado como um resultado da expressao in vivo de um polinucleotideo
qgue codifica a fitase em uma célula; (iv) o processo de qualquer um de (i) ate
(ii), em que a célula & uma célula eucaridtica; ou (v) o processo de qualquer
um de (i) até (iv), em que a célula eucariética € uma célula fangica, uma cé-
lula vegetal ou uma célula de mamifero.

35. Processo para processamento de graos de milho e de sorgo
que compreende (a) o fornecimento de um polipeptideo que possui uma ati-
vidade de fitase, em que o polipeptideo compreende o polipeptideo como
definido na reivindicagao 10; (b) o fornecimento de uma composicao que
compreende um liquido de infusdo de milho ou um liquido de infuséo de sor-
go; e (c) o contato do polipeptideo da etapa (a) e a composigéo da etapa (b)
sob condicdes em que o polipeptideo pode clivar uma ligagéo de inositol-
fosfato inorgéanico.

36. Composicao farmacéutica ou dietética (i) que compreende o
polipeptideo como definido na reivindicagéo 10 ou o heterodimero da reivin-
dicacao 12; (ii) a formulagdo farmacéutica ou uma dietética de (i), em que o
polipeptideo é glicosilado e/ou a atividade de fitase & termotolerante ou ter-
moestavel; (iii) a formulagdo farmacéutica ou uma dietética de (i) ou (ii), em

que a composicdo farmacéutica ou uma dietética & formulada em ou
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produzida em uma forma de pélete, pilula, comprimido, capsula, geltab, s-
pray, po, locdo ou liquida ou produzida utilizando aditivos revestidos com
polimero ou na forma de um implante; ou (iv) a formulagao farmacéutica ou
uma dietética de qualquer um de (i) até (iii) produzida na forma granulada ou
produzida através de secagem por atomizagao.

37. Composig¢ao que compreende (a) o polipeptideo como defi-
nido na reivindicagdo 10 ou o heterodimero como definido na reivindicagéo
12; e, (b) qualquer produto que € apresentado na Tabela 2 ou qualquer uma
das composigoes listadas na Tabela 1; em que opcionalmente o polipeptideo
é glicosilado e opcionalmente a atividade de fitase é termotolerante ou ter-
moestavel.

38. Unidade Pronta Para Consumo (MRE) de alimento completo,
uma bebida ou um agente de hidratagcdo que compreende o polipeptideo
como definido na reivindicagao 10 ou o heterodimero como definido na rei-
vindicagao 12; em que opcionalmente o polipeptideo & glicosilado e opcio-
nalmente a atividade de fitase é termotolerante ou termoestavel.

39. Processo para melhorar (retardar o progresso de, tratar ou
prevenir) osteoporose que compreende a administragcdo a um individuo que
necessita da mesma de uma quantidade eficiente (dosagem) de uma com-
posigcdo que compreende o polipeptideo como definido na reivindicagcao 10
ou o heterodimero como definido na reivindicagdo 12; em que opcionalmente
o polipeptideo é glicosilado e opcionalmente a atividade de fitase & termoto-
lerante ou termoestavel.

40. Comprimido mastigavel ou barra nutricional que compreende
o polipeptideo como definido na reivindicagdo 10 ou o heterodimero como
definido na reivindicacéo 12; em que opcionalmente o polipeptideo & glicosi-
lado e opcionalmente a atividade de fitase é termotolerante ou termoestavel.

41. Produto de panificacdo que compreende o polipeptideo co-
mo definido na reivindicacdo 10 ou o heterodimero como definido na reivin-
dicacdo 12; em que opcionalmente o polipeptideo € glicosilado e opcional-
mente a atividade de fitase é termotolerante ou termoestavel.

42. Cereal para café da manha que compreende o polipeptideo
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como definido na reivindica¢do 10 ou o heterodimero como definido na rei-
vindicagédo 12; em que opcionalmente o polipeptideo & glicosilado e opcio-

nalmente a atividade de fitase é termotolerante ou termoestavel.
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FIG. 13

R \/erificag:éd Primaria
86 °C
1768 supostas variagdes

v

Verificagdo Secundaria
87, 89, 91 °C

20 variagdes confirmadas

v

Verificagao Terciaria
« Ensaios em bancada
« Gradiente de 72-92 °C

* 3 variagbes principais selecionadas

v

Purificagao
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RESUMO
Patente de Invengéo: "FITASES, ACIDOS NUCLEICOS QUE CODIFICAM
AS MESMAS E PROCESSOS PARA A PRODUGAO E PARA A UTILIZA-
CAO DAS MESMAS".

A presente invencao refere-se as fitases, aos polinucleotideos
que codificam as mesmas, aos usos dos polinucleotideos e dos polipepti-
deos da invengao, assim como a produgédo e ao isolamento de tais polinu-
cleotideos e polipeptideos. Em particular, a invengao fornece polipeptideos
que possuem atividade de fitase sob condi¢cdes de alta temperatura e fitases
que mantém a atividade apés a exposicdo a altas temperaturas. As fitases
da invengao podem ser termotolerantes e/ou termoestaveis a baixas tempe-
raturas, em adicéo a temperaturas mais altas. As fitases da invencdo podem
ser utilizadas em matérias alimenticias para aumentar o valor alimenticio de
ingredientes ricos em fitato. As fitases da invengao podem ser formuladas na
forma de alimentos ou de produtos alimenticios ou de suplementos para
qualgquer um destes, por exemplo, para auxiliar na digestao do fitato. Os ali-
mentos ou os produtos alimenticios da invengdo podem estar na forma de
péletes, de liquidos, de pds e similares. Em um aspecto, as fitases da inven-
¢ao sao estaveis contra a desnaturagao térmica durante a peletizagao; e isto
diminui o custo do produto de fitase enquanto sdo mantidas a eficiéncia in

vivo e a deteccao da atividade no produto alimenticio.
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