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RESUMO

"VACINAS RECOMBINANTES CONTRA COPEPODES CALIGIDEOS (PIOLHOS

MARINHOS) E SUAS SEQUENCIAS ANTIGENICAS"

Uma vacina recombinante contra contra a infeccédo
por copépodes caligideos em peixes, em gque a vacina
compreende uma guantidade imunologicamente eficaz de um
antigénio de proteina de adesdo 2 recombinante purificada e
um adjuvante, diluente ou veiculo farmaceuticamente acei-
tavel.
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DESCRICAO

"VACINAS RECOMBINANTES CONTRA COPEPODES CALIGIDEOS (PIOLHOS

MARINHOS) E SUAS SEQUENCIAS ANTIGENICAS"

CAMPO DA INVENGAO

A presente invencdo refere-se, de um modo geral,
a vacinas de salmdo. Mais particularmente, a presente
invencdo refere-se a vacinas contra copépodes parasiticos
caligideos (piolhos marinhos) e suas sequéncias de

antigénio.

ANTECEDENTES DA INVENGCAO

Varias espécies intimamente relacionadas de
copépodes parasiticos na familia Caligidae (copépodes
caligideos) infetam e provocam doenca em peixes em cultura.
Coletivamente, estas espécies sdo referidas como piolhos
marinhos. Existem trés géneros principais de piolhos
marinhos: Pseudocaligus, Caligus e Lepeophtheirus. Em
relacdo a producdo de salmonideos ao longo do hemisfério
norte, uma espécie, o piolho do salmédo (Lepeophtheirus
salmonis), é responsavel pela maioria dos surtos de doenca
em exploracdes de salmonideos. Este parasita é responséavel
por perdas indiretas e direta em aquacultura de mais de 100
milhdes de USS$ anualmente (Johnson, S.C., et al., Zool

Studies 43: 8-19, 2004) . Todos 0s estégios de
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desenvolvimento dos piolhos marinhos, que se ligam ao
hospedeiro, alimentam-se do muco, pele e sangue do
hospedeiro. As atividades de ligacdo e de alimentacdo de
piolhos marinhos resultam em lesdes gque variam na sua
natureza e gravidade dependendo de: a espécie de piolhos
marinhos, a sua abundéncia, os estidgios de desenvolvimento
presentes e a espécie do hospedeiro (Johnson, S.C. et al.,
"Interactions between sea lice and their hosts". In: Host-
Parasite Interactions. Editors: G. Wiegertjes e G. Flik,
Garland Science/Bios Science Publications, 2004, pp. 131-
160). No hemisfério sul, Caligus rogercresseyi, & o0
principal caligideo que afeta a indlstria de criacgdo de
salm&o no Chile (Gonzélez, L. e Carvajal, J. Aquaculture

220: 101-117, 2003).

Os copépodes caligideos possuem ciclos de wvida
diretos que consistem em dois estédgios de Nauplius
plancténicos de vida livre, um estédgio de copepddico
infeccioso que nada livremente, quatro a seis estdgios de
chalimus ligados, um ou dois estédgios pré-adultos, e um
estdgio adulto (Kabata, Z., Book 1: Crustacea as enemies of
fishes. In: Diseases of Fishes., Editors: Snieszko, S.F. e
Axelrod, H.R.; New York, T.F.H. Publications, 1970, p.
171). Cada um destes estdgios de desenvolvimento é separado
por uma muda. Assim gue é alcancado o estidgio adulto os
copépodes caligideos ndo sofrem mudas adicionais. No caso
de L. salmonis, o0s ovos eclodem no primeiro estdgio de
nauplius que nada livremente, gque é seguido por um segundo
estdgio nauplius, e depois o estédgio copepodid infetante.

Assim que o copépode localiza um peixe hospedeiro adequado
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continua o ser desenvolvimento através de quatro estégios
de <chalimus, primeiro e segundo estagios pré-adulto, e
depois um estdgio adulto final (Schram, T.A. "Supplemental
descriptions of the developmental stages of Lepeophtheirus
salmonis (Krgyer, 1837) (Copepoda: Caligidae)". In:
Pathogens of Wild and Farmed Fish: Sea 1lice. Editors:
Boxshall, G.A. e Defaye, D., 1993, pp. 30-50). As mudas sé&o
caracterizadas por alterac¢des graduais a medida que o
animal cresce e sofre modificacdes fisicas que lhe permitem
viver como um parasita de livre circulacdo, alimentando-se

e reproduzindo-se na superficie do peixe.

Os copépodes caligideos (piolhos marinhos) ali-
mentam-se do muco, pele e sangue dos seus hospedeiros que
conduzem a lesdes que variam na gravidade, com base no(s)
estdgio(s) de desenvolvimento dos copépodes presentes, o
numero de copépodes presentes, o0s seus sitio(s) de ligacédo
e a espécie do hospedeiro. Em situacdes de doenca grave,
tal como se observa no salmdo do Atlantico (Salada de
salmdo quando infetada por numeros elevados de L. salmonis,
podem ser observadas &areas extensas de erosdo da pela e
hemorragias na cabeca e no dorso, e uma A&area de erosdo
distinta e hemorragia sub-epidérmica na regido perianal
(Grimnes, A. et al. J Fish Biol 48: 1179-1194, 1996). Os
piolhos marinhos podem provocar alteragdes fisioldgicas nos
seus hospedeiros incluindo o desenvolvimento de uma
resposta de stress, funcdo imunitdria reduzida, faléncia
osmorreguladora e morte se ndo for tratada (Johnson et al.,

supra) .
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Existem varias estratégias de gestdo que tém sido
utilizadas para reduzir a intensidade das infestacdes do
copépode caligideo (piolhos marinhos). Estas incluem:
acompanhar os sitios antes do repovoamento, separacdo por
classe do ano e selecdo de sitios de criacdo para evitar
dreas onde existem densidades elevadas de hospedeiros
selvagens ou outras condicdes ambientais adequadas para o
estabelecimento de piolhos marinhos (Pike, A.W. et al. Adv
Parasitol 44: 233-337, 1999). Embora a utilizacdo destas
estratégias possa, em alguns casos diminuir as taxas de
infecdo de piolhos marinhos, a sua utilizacdo individual-

mente ou em combinacdo ndo foi eficaz a eliminar a infecéo.

Foi utilizada uma variedade de produtos quimicos
e de féarmacos para controlar piolhos marinhos. Estes
produtos guimicos foram concebidos para o controlo de
pestes terrestres e ©parasitas de plantas e animais
domésticos. Estes incluem compostos tais como perdxido de
hidrogénio, organcfosfatos (e.g., diclorvédés e azametifos),
ivermectina (e compostos relacionados, tais como benzoato
de emamectina), reguladores da muda de insetos e piretrinas
(MacKinnon, B.M., World Aquaculture 28: 5-10, 1997; Stone
J., et al., J Fish Dis 22: 261-270, 1999). 0Os tratamentos
contra piolhos marinhos podem ser classificados naqueles
que sdo administrados com banhos (e.g. organofosfatos,
piretrinas) e aqueles que sdo administrados oralmente (e.g.
ivermectina). 0Os tratamentos em banho para controlar os
piolhos marinhos sdo dificil, a sua aplicacdo é dispendiosa

e podem ter efeitos significativos no crescimento do peixe
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apbés os tratamentos (MacKinnon, supra). O0s produtos qui-
micos utlizados nos tratamentos de banho n&o s&o neces-
sariamente eficazes contra todos os estdgios de piolhos
marinhos que se encontram no peixe. Atualmente, a utili-
zacdo dos tratamentos orais, tais como SLICE® (benzoato de
emamectina) ¢é predominante na industria de salmonideos. Ao
contréario dos produtos quimicos administrados como
tratamentos de banho, o SLICE® ndo proporciona proteccido a
curto termo contra a reinfecdo. Este tratamento embora seja
mais fécil de aplicar do qgque os tratamentos em banho, é
ainda dispendioso e, como em ambos os tratamentos, requere
um periodo de intervalo de seguranca antes de o0s animais
poderem ser abatidos para consumo humano (Stone, supra).
Como observado em pestes e parasitas terrestres, hé
evidéncia para o desenvolvimento de resisténcia em L.
salmonis a alguns desses tratamentos, especialmente em
populacdes tratadas frequentemente (Denholm, I., Pest Manag
Sci 58: 528-536, 2002). Para reduzir os custos associados
aos tratamentos contra piolhos marinhos e para eliminar os
riscos ambientais associados a esses tratamentos, sé&o
necessarios novos métodos de controlo de piolhos marinhos,

tals como vacinas.

Uma carateristica tipica dos sitios de ligacdo e
alimentacdo de copépodes caligideos em muitos dos seus
hospedeiros ¢é uma falta de uma resposta imunitaria do
hospedeiro (Johnson et al., supra; Jones, M.W., et al., J
Fish Dis 13: 303-310, 1990; Jdénsdottir, H., et al., J Fish

Dis 15: 521-527, 1992). Esta falta de uma resposta
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imunitdria ¢é semelhante a relatada para outros parasitas
artrépodes, tais como as carracas em animais terrestres.
Nesses casos, a supressdo da resposta imunitédria do hospe-
deiro ¢ devida a producdo de substdncias imunomoduladoras
pelo parasita (Wikel, S. K., et al., "Arthropod modulation
of host immune responses”". In The Immunology of Host-
Ectoparasitic Arthropod Relationships. Editors: Wikel, S.
K., CAB Int., 1996, pp. 107-130). Estas substéncias estdo a
ser investigadas para utilizacdo como antigénios de vacina
para controlar estes parasitas. Os piolhos marinhos, tais
como L. salmonis, como outros artrdépodes ectoparasitas,
produzem substdncias biologicamente ativas no sitio de
ligacdo e alimentacdo que limitam uma resposta imunitéaria
do hospedeiro. Como estas substdncias possuem potencial
para utilizacdo numa vacina contra piolhos marinhos os
autores identificaram véarias destas substédncias de L.
salmonis e examinaram os seus efeitos da funcdo imunitéria

do hospedeiro in vitro.

Foram identificados antigénios potenciais utili-
zando uma combinacdo de técnicas de biologia molecular,
protedmica, bioquimica e imunologia. Por exemplo, foi
observado um aumento na atividade de protease no muco de
salmdo Atlantico infectado com L. salmonis, comparado com O
peixe ndo infetado (Ross, N.W., et al., Dis Aquat Org 41:
43-51, 2000; Fast, M.D., et al., Dis Agquat Org 52: 57-68,
2002). Este aumento da atividade ¢é principalmente devido ao
aspeto de uma série de proteinas de peso molecular baixo

(18-24 kDa), que sdo produzidas por L. salmonis e foram
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identificadas como tripsinas com base na atividade, estudos
de inibicdo e tamanho. Foi identificada a atividade da
tripsina em muco de salmdo infetado utilizando adsorcédo de
afinidade de aminobenzamidina e zimografia de protease
(Firth, K.J., et al., J Parasitol 86: 1199-1205, 2000).
Foram caracterizados varios genes que codificam para a
tripsina a partir de L. salmonis e o sitio da expressido da
tripsina foi determinado (Johnson, S.C., et al., Parasitol
Res 88: 789-7%96, 2002; Kvamme, B.O., et al., Int. J.
Parasitol. 34, 823-832, 2004; Kvamme, B.O. et al., Gene

352:63-72, 2005).

Foram desenvolvidas varias bibliotecas de cDNA a
partir dos estdgios de copépode, pré-adulto e adulto de L.
salmonis. Um estudo de marcador de sequéncia expressa (EST)
da biblioteca de pré-adulto resultou na identificacdo de
vadrios genes que codificam a tripsina e proteases
relacionadas (incluindo quimotripsina e outras na familia
da peptidase S1), proteinas de choque térmico, proteinas da
cuticula e enzimas metabdlicas. Alguns destes genes, como
aqui descrito, tém utilidade como antigénios numa vacina de

piolhos marinhos.

A atividade de tipo tripsina ¢é secretada por L.
salmonis para a pele do salmido e cré-se que seja utilizada
pelos piolhos marinhos para se alimentarem no muco, pele e
sangue do salmdo e para proteger os piolhos marinhos da
resposta imunitédria do salmdo (Firth, et al. supra). A

tripsina foi descoberta nos produtos de secrecdo (SPs) dos
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piolhos marinhos, apds estimulacdo com dopamina, por
sequenciacdo de aminocdcidos utilizando espectrometria de
massa. A Tabela 1 apresenta as sequéncias peptidicas da
tripsina secretada por L. salmonis. A protecdo contra a
tripsina de piolhos marinhos pode reduzir a alimentacgédo dos

piolhos e reduzir a supressédo da resposta imunitaria.

Tabela 1: Sumario da tripsina secretada por L. salmonis

identificada por LC/MS/MS

Erparelhamentos Fracdo de Assoc. I&o Mr (Da) Erro Valor Seqiéncia peptidica (inicio-
de proteinas de (pool#— Paren— (oam) @ b fim)®©

piolhos marinhos fraction#) tal (w/z)

Tripsina de 1-2 579,80 1157,77 27 46 AFIDWIAFHYZ (SEQ ID NO:25)
Piolhos marinhos 1-1 638,35 1274,69 38 72 TAVSDITYHEKE (SEQ ID NO:26)
(tipos 1-4) 3-6 920,18 1840,28 13 25  DDEFTCDWNVSEGTT

SSSGPESPVIK“L (SEQ ID NO:27)
SL-0903 1-1 580,28 1158,48 46 27 NQYLEFESK (SED ID NO: 28)

Tipo vitelogenina

SL-1469 SEP 1-1 724,85 1447,66 17 24  LSFRHETTEFAR (SEQ ID NO: 29)
proteina 3

1-2 879,98 1757,91 29 72  IINGFFTRGYIENR (SED ID NO:

30)

SL-0547 SEP 1-1 604,31 1204,67 19 25 IVIIKELSSAM (SED ID NO: 31) +
proteina 1 M oxicacad’
SL-0858 SEP 1-2 1248,71 2495,33 65 35  AGYGEEISGIVLENIP PSISNIAK
Proteina 2 (SEQ ID NO: 32)

2 Diferenca (em partes—por-milhdo) entre a massa medida e a massa prevista a partir das
sequéncias de INA.

b Classificacdo da pesquisa de MASCOT™, valores acima de 21 indicam identidade ou hamwlogia
extensa (p<0,05)

¢ Brareto de cianogénio/sequéncia de péptido triptico prevista a partir da sequéncia de DNR.
9 oxidacdo M significa que o amparelhamento de MASCOT foi para um péptido que contém um

residuo de metionina oxidado.
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A proteina tipo vitelogenina foi descoberta nos
produtos de secrecéo (SPs) de piolhos marinhos apés
estimulacdo com dopamina. A vitelogenina foi previamente
referida como sendo um antigénio eficaz numa vacina contra
as carracas (Tellam, R.I., et al., Vet Parasitol 103: 141-
156, 2002). A inclusdo de vitelogenina numa vacina de
piolhos marinhos pode interferir com a fecundidade dos
piolhos marinhos e reduzir o numero da descendéncia e desse
modo reduzir os futuros numeros de piolhos marinhos.
Adicionalmente, as proteinas tipo vitelogenina foram
implicadas na sintese da melanina em invertebrados (Lee,
K.M. et al., Eur J Biochem 267:3695-3703, 2000). A melanina

¢ uma molécula de defesa importante dos invertebrados.

Os genes do tipo adesdo do mexilhdo expressam
proteinas semelhantes as que se encontram nos filamentos do
bisso do mexilhdo que os mexilh®es utilizam para se fixarem
a superficies sbélidas. O modo como estes genes se
relacionam com a infestacdo de piolhos marinhos ainda né&do é
totalmente compreendida, mas eles podem estar envolvidos na
producdo de filamentos frontais. O filamento frontal &
utilizado pelos estédgios chalimus para se ligarem eles
proprios fisicamente ao hospedeiro (Gonzalez-Alanis, P., et

al., J Parasitol 87: 561-574,2001).

Os genes BCS-1 sdo expressos pelas cracas quando
eles mudam de uma forma planctdénica para uma forma agarrada

(Okazaki, Y., et al., Gene 250 (1-2): 127-135, 2000). Ha&
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presentemente evidéncias que sugerem que estas sdo protei-
nas de ligacdo a cuticula. A disrupcdo destas proteinas
pelos anticorpos pode interferir com a muda, a integridade
da cuticula dos piolhos marinhos e o crescimento normal dos

piolhos.

As proteinas de secrecdo produzidas pelos piolhos
marinhos podem atuar como agentes imunomoduladores ou
auxiliar nas actividades de alimentacdo do hospedeiro
(Fast, M.D., et al., Exp Parasitol. 107:5-13, 2004; Fast,
M.D., et al., J Parasitol 89: 7-13, 2003). A neutralizacéo
destas atividades pelos anticorpos derivados do hospedeiro
pode prejudicar o crescimento e a sobrevivéncia dos piolhos

marinhos no salmdo.

As vacinas sdo geralmente mais seguras do que o0s
tratamentos gquimicos, tanto para o0s peixes como para o
ambiente. Todavia, ainda ndo foram desenvolvidas até a data
vacinas comerciais contra piolhos marinhos. O desenvol-
vimento de vacinas tem sido dificultado por uma falta de
conhecimento das interacdes hospedeiro-patogénio entre
piolhos marinhos e os seus hospedeiros. Parece haver uma
resposto de anticorpo muito limitada em hospedeiros
infetados naturalmente. Foram produzidas vacinas experi-
mentais, particularmente através de extratos totalmente
animais, contra L. salmonis. Investigacdes no desenvol-
vimento de vacinas contra piolhos marinhos tiveram como
alvo proteinas imunogénicas de piolhos marinhos e, em

particular, tiveram como alvo antigénios do trato gastro-
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intestinal. Estas vacinas, baseadas em extratos totalmente
animais, ndo demonstraram ser protetoras embora a sua
administracdo tenha resultado em pequenas alteracdes em
fecundidade de L. salmonis (Grayson T.H., et al., J Fish
Biol 47: 85-94, 1995). Este estudo particular, todavia, foi
um ensaio Unico e ndo foram relatados resultados adicionais
deste grupo. Também foram exploradas vacinas de peixe a
base de lipossomas em certas espécies de peixes (Keough,
Pedido PCT WO 03/101482) mas ndo em combinacdo com

antigénios de piolhos marinhos.

Uma discussdo mais recente de possiveis alvos de
vacina no trato gastrointestinal foi apresentada por
Raynard et al.; contudo, o0s seus estudos encontraram um
sucesso limitado (Raynard, R.S., et al., Pest Manag Sci 58:

569-575, 2002).

Epitopos de células T promiscuas

Os epitopos de células T promiscuas (ou "epitopos
de PTC"™) sdo péptidos altamente imunogénicos gque podem ser
caraterizados em parte ela sua capacidade para se ligarem a
varias formas isotipicas e alotipicas de moléculas de MHC
classe II humana. Ao auxiliar por bypass de restricdo de
MHC, eles podem induzir as respostas de células T e
anticorpo em membros de uma populacdo geneticamente diversa
expressando diversos haplotipos de MHC. Os epitopos de PTC
podem por isso ser combinados com antigénios que, por si

préprios, sédo fracamente imunogénicos, para criar
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imunogénios de péptido potentes. Na presente invencéo,
estes epitopos sdo incorporados na composicdo para aumentar
a imunogenicidade do antigénio, e a composicdo global, numa

vasta gama de espécies.

Os epitopos de células T promiscuos podem ser
derivados de imunogénios que ocorrem naturalmente de origem
viral e Dbacteriana. Os epitopos de PTC que ocorrem
naturalmente podem também ser modificados de forma
conservadora por adig¢des de aminoacidos simples ou
miltiplas, eliminacdes ou substituicgdes (e.g. em classes de
aminoacidos carregados, hidrofilicos/hidrofdébico, estéri-
cos) para obter sequéncias candidatas que podem ser
rastreados quanto a sua capacidade para aumentar a

imunogenicidade.

Os epitopos de PTC que ndo ocorrem naturalmente
podem ser sintetizados artificialmente para obter
sequéncias que possuem 1imunogenicidade comparavel ou
melhor. Os epitopos de PTC artificiais podem variar em
tamanho desde cerca de 15 até cerca de 50 residuos de
aminocdcidos em residuos de aminodcidos de comprimento e
podem possuir carateristicas estruturais, tais como hélices
anfipaticas, gque s&do estruturas de alfa-hélice com os
residuos de aminodcidos hidrofdébicos a dominar uma face da
hélice e residuos carregados ou polares a dominar as faces
circundantes. Os epitopos de PTC também podem conter
padrdes de aminoidcidos primérios adicionais, tais como um

residuo Gly ou um residuo carregado seguido por dois a trés
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residuos hidrofdébicos, seguido por sua vez por um residuo
carregado ou polar (uma sequéncia Rothbard). Adicional-
mente, o0s epitopos de PTC obedecem frequentemente a regra
1, 4, 5, 8, em gque um residuo carregado positivamente é&
seguido por residuos hidrofdébicos nas quarta, gquinta, e

oitava posicdes apds o residuo carregado.

Estas carateristicas podem ser incorporadas nas
construcdes de epitopos de PTC artificiais. Posicdes vari-
aveis e aminoacidos preferidos estdo disponiveis para moti-
vos de ligacdo a MHC (Meister et al., Vaccine, 1995; 13:581-
591). Por exemplo, o epitopo de PTC degenerado descrito em
WO 95/11998 como SSALITH1 possul a sequéncia degenerada
(Asp/Glu) - (Leu/Ile/Val/Phe) -Ser- (Asp/Gly) - (Leu/Ile/Val/Phe) -
(Lys/Arg) -Gly- (Leu/Ile/Val/Phe)-(Leu/Ile/Val/Phe)-(Leu/Ile/
Val/Phe)-His- (Lys/Arg)-Leu/Ile/Val/Phe) - (Asp/Glu)-Gly-

(Leu/Ile/Val/Phe)-.

Exemplos especificos de epitopos de PTC

Epitopos de células T promiscuas particularmente
Uteis sdo a proteina F do virus do sarampo LSEIKGVIVHRLEGV
(SEQ ID NO: 33); ou sequéncia do tétano QYIKANSKFIGITEL

(SEQ ID NO: 34).

Exemplos de epitopos de células T particularmente

GUteils sdo listados na Tabela 2:
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Tabela 2: Exemplos de Epitopos de células T, promiscuos

descrigdo sequéncia de aminodcidos SEQ ID NO:
sarampo 289-302 LSEIKGVIVHRLEGV 33
Toxina do tétano 830-844  QYIKANSKFIGITEL 34

Devido a uma falta de entendimento dos mecanismos
e da patologia gue circundam a infestacdo do salmdo com
piolhos marinhos, a identificacdo de alvos adequados para
tratar a doenca ndo fol bem sucedida. Isto dificultou o
progresso de investigacdo de vacina e como tal, apesar da
promessa e do sucesso de terapias a base de vacina noutras
dreas de infecdo, uma vacina adequada de piolhos marinhos
vacina ainda tem gue ser desenvolvida. Consequentemente,
existe uma necessidade para proporcionar alvos moleculares
efetivos adequados (antigénios) e uma vacina contra

infeccdo com piolhos marinhos.

SUMARIO DA INVENCAO

E um objetivo da presente invencdo obviar ou
mitigar pelo menos uma desvantagem de tratamentos prévios

contra a infeccdo de piolhos marinhos em peixes.

Num primeiro aspeto, a presente invencdo propor-
ciona uma vacina contra infecdo pelo copépode caligideo em
peixes, compreendendo a vacina uma quantidade imunologica-
mente eficaz de antigénio. Particularmente, o copépode

caligideo é Lepeophtheirus salmonis, embora qualquer
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infecdo por copépode possa ser tratada. Numa forma de
realizacdo, a vacina compreende um fragmento de nucledtidos
ou péptido de tripsina de L. salmonis e um adjuvante,

diluente ou veilculo farmaceuticamente aceitével.

Noutro aspeto da presente invencdo Ssdo Ppropor-
cionadas sequéncias de DNA e de aminoédcidos que codificam
antigénios para utilizacdo na preparacdo de formulacdes de
vacina para o tratamento de infeccdo pelo copépode
caligideo em peixes. Formas de realizacdo destas sequéncias

incluem proteinas de adesédo.

Outros aspetos da invencdo incluem um DNA due

codifica a proteina de adesédo 2.

Ainda outros aspetos da invencdo incluem uma se-

quéncia de aminodcidos que codifica a proteina de adesédo 2.

Estad também incluida wuma vacina de DNA que
compreende um DNA que codifica a proteina de adesdo 2 e um
adjuvante, diluente ou veiculo farmaceuticamente acei-

taveis.

Um outro aspeto é uma vacina de péptido que
compreende, uma sequéncia de aminodcidos que codifica a
proteina de adesdo 2, e um adjuvante, diluente ou veiculo

farmaceuticamente aceitéveis.
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Outros aspetos e carateristicas da presente
invencéao tornar-se-ao bbvios para as pessoas com
experiéncia na técnica apds a revisdo da seguinte descricédo
de formas de realizacdo especificas da invencdo em

conjunc¢do com as figuras acompanhantes.

BREVE DESCRIGAO DAS FIGURAS

Serdo agora descritas formas de realizacdo da
presente invencéao, apenas a titulo de exemplo, com

referéncia as Figuras anexas, em que:

A Fig. 1 apresenta a) a sequéncia de 4&cido
nucleico e b) sequéncia de aminoacidos da

proteina do tipo vitelogenina (SEQ ID NO: 1, 2).

A Fig. 2 apresenta a) a sequéncia de acido
nucleico e b) a sequéncia de aminoacidos da

proteina SEP 1 (SEQ ID NO: 3, 4).

A Fig. 3 apresenta a) a sequéncia de acido
nucleico e b) a sequéncia de aminodcidos da

proteina SEP 2 (SEQ ID NO: 5, o).

A Fig. 4 apresenta a) a sequéncia de acido
nucleico e b) a sequéncia de aminodcidos da

proteina SEP 3 (SEQ ID NO: 7, 8).
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A Fig. 5 apresenta a) a sequéncia de 4cido
nucleico e b) a sequéncia de aminodcidos da
proteina de adesdo 2, hombéloga ao precursor da
proteina da matriz da placa de adesdo do mexilhéo

(SEQ ID NO: 9, 10).

A Fig. 6 apresenta a) a sequéncia de é&cido
nucleico e b) a sequéncia de aminodcidos da
proteina de adesdo 1, hombéloga ao precursor da
proteina da matriz da placa de adesdo do mexilhéo

(proteina do pé 1) (SEQ ID NO: 11, 12)

A Fig. 7 apresenta a) a sequéncia de 4cido
nucleico e b) a sequéncia de aminodcidos da
proteina 1 de 1ligacdo a cuticula, homdéloga a
proteina de tipo BSC-1 (moran 9-15) (SEQ ID NO:

13, 14).

A Fig. 8 & um grafico de piolhos por cm de peixe
ao longo do tempo de duracdo pds-infecdo,
utilizando vacinas (A/B = gene expresso da

tripsina de piolhos marinhos com o© epitopo das

células T; Y/Z = gene da tripsina expresso em
piolhos marinhos; C = controlo) da presente
invencéo.

A Fig. 9 é& um gréafico de piolhos por grama de
peixe ao longo do tempo de duracdo pobds-infecdo,

utilizando vacinas (A/B = gene expresso da
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tripsina de piolhos marinhos com o epitopo das

células T; Y/Z = gene da tripsina expresso em
piolhos marinhos; C = controlo) da presente
invencéo.

A Fig. 10 apresenta um grafico de dados em pilha
que apresenta as percentagens de diferentes
estdgios de piolhos marinhos presentes em peixes
imunizados <com a vacina da tripsina de L.
salmonis em comparacdo com o peixe de controlo a

cada tempo de amostragem.

A Fig. 11 apresenta uma sequéncia de &cido
nucleico parcial (SEQ ID NO: 15) da proteina do
tipo vitelogenina SL-903 semelhante a, mas mais
comprida do que, a da Fig. 1. Os codbdes a

negrito, sublinhados e em itédlico TGA, TAA ou TAG

sdo cdddes de terminacdo previstos.

A Fig. 12 apresenta a sequéncia de &acido nucleico
de comprimento total da proteina SEP 1 SL-0547
(SEQ ID NO: 16). Os c¢bddes a negrito e
sublinhados ATG s&o cbéddes de partida presumidos.
Os coddes a negrito, sublinhados e em itélico
TGA, TAA ou TAG sdo cbdbées de terminacdo

previstos.

A Fig. 13 apresenta a sequéncia de acido nucleico

putativa de comprimento total da proteina SEP 2
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SL-0858 (SEQ ID NO: 17). Os cdéddes a negrito e
sublinhados ATG s&o céddes de partida presumidos.
Os coddes a negrito, sublinhados e em itélico
TGA, TAA ou TAG sdo cobéddes de terminacdo

previstos.

A Fig. 14 apresenta a sequéncia putativa de
comprimento total da proteina SEP 3 SL-1469 (SEQ
ID NO: 18). Os céddes a negrito e sublinhados ATG
sdo cbddes de partida presumidos. Os coddes a

negrito, sublinhados e em itédlico TGA, TAA ou TAG

sdo cbébddes de terminacdo previstos.

A Fig. 15 apresenta a sequéncia putativa de
comprimento total da ©proteina de adesdo do
mexilhdo SL-0927 (SEQ ID NO: 19). Os cdbddes a
negrito e sublinhados ATG sdo coéddes de partida
presumidos. Os coddes a negrito, sublinhados e em
italico TGA, TAA ou TAG sdo codoes de terminacdo

previstos.

A Fig. 16 apresenta uma sequéncia de aminoacidos
parcial da proteina do tipo vitelogenina SL-903
(SEQ ID NO: 20), juntamente com o0s pontos comuns
do BLAST™ da sequéncia. Os aminoacidos subli-
nhados sdo os fragmentos peptidicos dos dados de

Protedémica por Espetrometria de Massa.
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A Fig. 17 apresenta a sequéncia de aminoéacidos
putativa de comprimento total da proteina SEP 1
SL-0547 (SEQ ID NO: 21), Jjuntamente com o0s pontos
comuns do BLAST da sequéncia. Os aminoécidos
sublinhados s&o os fragmentos peptidicos dos

dados de Protedmica por Espetrometria de Massa.

A Fig. 18 apresenta a sequéncia de aminoéacidos
putativa de comprimento total da proteina SEP 2
SL-0858 (SEQ ID NO: 22), Jjuntamente com 0s pontos
comuns do BLAST da sequéncia. Os aminoécidos
sublinhados s&o os fragmentos peptidicos dos

dados de Protedmica por Espetrometria de Massa.

A Fig. 19 apresenta a sequéncia de aminoécidos
putativa de comprimento total da proteina SEP 3
SL-1469 (SEQ ID NO: 23), Jjuntamente com 0s pontos
comuns do BLAST da sequéncia. Os aminoécidos
sublinhados s&o os fragmentos peptidicos dos

dados de Protedmica por Espetrometria de Massa.

A Fig. 20 apresenta a sequéncia de aminoécidos
putativa de comprimento total da proteina de
adesdo do mexilhdo SL-0927 (SEQ ID NO: 24),
juntamente com pontos comuns do  BLAST da
sequéncia. Os aminodcidos sublinhados s&do os
fragmentos peptidicos dos dados de Protedmica por

Espetrometria de Massa.
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A Figura 21 apresenta a expressdo média (zSEM) do
gene da interleucina-1f, relativo a B-actina, em
células SHK-1 incubadas com e sem lipopo-
lissacaridos (LPS), fraccdo 1 do produto de
secrecdo/excrecdo de L. salmonis reunida, fraccéao
2 do produto de secrecdo/excrecdo de L. salmonis
reunida, e fraccdo 3 do produto de secre-
cdo/excrecdo de L. salmonis reunida. * 1indica
diferencas significativas em relacdo ao controlo;
t indica diferencas significativas em relacdo a

LPS + controlo.

A Figura 22 apresenta a expressdo média (XSEM) do
gene da interleucina-13, relativo a PB-actina, em
células SHK-1 incubadas com e sem lipopo-
lissacaridos (LPS), LPS e solvente de cromatogra-
fia liquida liofilizado (LC), fraccdo 1 do pro-
duto de secrecdo/excrecdo de L. salmonis, fraccéo
2 do produto de secrecdo/excrecdo de L. salmonis,
e produtos de secrecdo/excrecdo ndo fraccionados
de L. salmonis. * indica diferencas significati-
vas em relacdo ao controlo; t indica diferencas

significativas em relacdo a LPS + controlo.

DESCRIGCAO DETALHADA

De um modo geral, a presente invencdo proporciona

uma vacina para © tratamento de infeccdo de piolhos

marinhos em peixes, particularmente infecdo de L. salmonis.
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Também se refere a sequéncia de DNA e de aminoédcidos dos
alvos moleculares para utilizacdo na preparacdo destas

vacinas.

As vacinas da presente invencdo foram criadas com
base em estudos realizados pelo grupo dos autores e outros
sobre a expressdo genética em piolhos marinhos. Existem
vdrios genes em piolhos marinhos que possuem potencial como
produtores de antigénios em formulacdes de vacina
concebidas para proteger o salmdo contra piolhos marinhos,
especialmente L. salmonis. 0s genes incluem: 1) um gene
para a tripsina de piolhos marinhos; 2) um gene que possui
uma semelhanca elevada com uma proteina do tipo
vitelogenina que se encontra em produtos de secrecdo; 3) um
gene que possul uma semelhanca de sequéncia elevada com ©
gene da proteina 1 de adesdo ao mexilhdo; 4) um gene que
possui uma sequéncia elevada com o gene da proteina-2 de
adesdo do mexilhdo; 5) wvarios genes gue possuem uma
semelhanca de sequéncias elevada com o gene que codifica
para a proteina BCS-1 especifica do estédgio de Balanus
amphrite; e, 6) genes que codificam para trés proteinas de
produtos de secrecédo (SP) em piolhos marinhos que,
atualmente, ndo possuem uma semelhanca significativa com

proteinas conhecidas nas bases de dados publicas.

Como aqui utilizado, um "antigénio" refere-se a
uma molécula que contém um ou mais epitopos que iréo
estimular o sistema dimunitdrio de um hospedeiro para

produzir uma resposta humoral e/ou celular especifica para
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o antigénio. O termo é também agqui utilizado indistinta-

mente com "imunogénio".

Como agui utilizado, o termo "epitopo" refere-se
ao sitio de um antigénio ou hapteno ao gqual uma molécula de
anticorpo especifica se liga. O termo é também aqui utili-
zado indistintamente com "determinante antigénico" ou

"sitio determinante antigénico".

As Figuras 1 até 6 apresentam as sequéncias dos
genes da presente invencdo acima descritas e sequenciadas
no laboratdério dos autores, com a excecdo da tripsina, da
qual a sequéncia de &cido nucleico foi publicada (Johnson,
2002, supra). Os autores identificaram o produto do gene da
tripsina nas secrecdes dos piolhos marinhos por
sequenciacdo de aminoacidos, utilizando espectrometria de
massa. Estes genes foram selecionados e investigados com

base num entendimento anterior da sua fungdo putativa.

As Figuras 11 até 20 apresentam sequéncias de
nuclebdétidos e de aminodcidos mais longas ou putativas de
comprimento total dos genes e das proteinas como aqui

descritas.

Os antigénios derivados de L. salmonis devem
proporcionar protecdo aos peixes contra outras espécies de
piolhos marinhos na medida em que eles devem utilizar
métodos altamente conservados para se ligarem de modo a

permitir-lhes alimentarem-se com sucesso no hospedeiro.
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Adjuvantes que podem ser utilizados no contexto
da presente invencdo incluem os Adjuvantes Montanide™ ISA e
IMS (Seppic, Paris, France), outros adjuvantes de dleo-em-
dgua, agua-em-6leo, e A&gua-em-6leo-em-Agua, Adjuvantes de
Ribi (Ribi ImmunoChem Research, Inc., Hamilton, MT) ,
adjuvantes de Hunter TiterMax (CytRx Corp., Norcross, GA),
adjuvantes de sal de aluminio, proteinas adsorvidas em
nitrocelulose, antigénios encapsulados, nanoparticulas
contendo adjuvantes. 0s adjuvantes preferidos incluem
Seppic Montanide 720, Montanide IMS111lx, Montanide IMS131x,
Montanide IMS221x, Montanide 1IMS301x, Montanide ISA206,
Montanide ISA 207, Montanide ISA25, Montanide ISA27,
Montanide ISA28, Montanide ISA35, Montanide ISAS50A,
Montanide ISA563, Montanide ISA70, Montanide ISAS5S1,
Montanide 1ISA720, Montanide 1ISA264. Sdo particularmente
preferidos os adjuvantes incluidos em Montanide ISA740,
Montanide ISA773, Montanide ISA 708, Montanide ISA266. O

adjuvante recomendado é Montanide ISA763.

Resultados de estudos que utilizaram as wvacinas
da presente 1invencdo para o tratamento de infecdo com
piolhos marinhos sdo aqui apesentados através dos seguintes

exemplos.

EXEMPIO 1

Foram expostos salmdes a tripsina de L. salmonis

como antigénio. Os peixes foram imunizados com dois grupos
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de formulacdo da vacina de tripsina: A/B (tripsina de
piolhos marinhos recombinante com um epitopo de células T)
e Y/7Z (apenas tripsina de piolhos marinhos recombinante).
Certos peixes foram administrados com uma vacina de
controlo, C, contendo apenas adjuvante. A protecdo do peixe
foi visivel nos dias 6, 11 e 20 (Figuras 8 e 9). O numero
de piolhos marinhos por cm e por grama do peixe & reduzida
nos peixes vacinados, em comparacdo com os controlos. A
formulacdo da wvacina A/B resultou em nUmeros de piolhos
mais baixos do que a formulacdo Y/Z demonstrando que a
inclusdo de epitopos de células T com antigénios de piolhos

marinhos proporciona mais protecdo contra piolhos marinhos.

A Figura 10 apresenta vresultados de dados em
pilha das experiéncias de exposigcdo e wvacinacdo. A
formulacdo de vacina A/B (tripsina de piolhos marinhos
recombinante com um epitopo de células T) aparenta abrandar
o desenvolvimento de L. salmonis, aos dias 6, 11 e 20,
observaram-se percentagens mais Dbaixas de piolhos que
sofreram muda para um estdgio mais avancado em comparacado

com os peixes do controlo

EXEMPIO 2

Cromatografia por Exclusdo de Tamanho e Deter-

minag¢do da Proteina

Foram reconstituidos ©produtos de secrecdo e

excrecdo liofilizados (SEPs) com acetato de aménio a 1,0 M
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(AMA) (pH 6,0). Foram utilizados um HPLC Agilent 1100
equipado com um detetor de array de diodo (monitorizando a
230 e 256 nm) e uma coluna Taso Haas (G3000PWX2, 6 um dp
(7,8 mm x 300 mm)) para separar as proteinas/péptidos nas
secrecdes. Estas amostras foram entédo fracionadas
utilizando um coletor Waters Fraction de acordo com os
intervalos de tempo. As fracdes como apresentadas na Tabela
1 foram recolhidas durante 6 corridas de HPLC separadas e
reunidas para cada intervalo de tempo. Estas amostras foram
entdo liofilizadas (-80°C) antes da determinacdo da
proteina. A coluna foi mantida a temperatura ambiente e
eluida isocraticamente com 98:2 AMA: acetonitrilo (ACN)
durante 30 minutos a 0,2 ml min-!. As solucgdes padrdo de
albumina do soro de bovino (BSA) (20 pg, 2,0 pg, e 0,2 ug),
SW + DA, e tripsina de bovino (40 ug) foram todas corridas

como controlos para comparacdo de picos com SEPs.

As concentracdes de proteina das fragdes de
secrecdo de L. salmonis foram determinadas utilizando um
método de ligacdo ao corante (Bradford, M.M. Anal Biochem
72: 248-254, 1976). Todos os ensaios foram corridos num
Thermomax™ Microplate Reader (Molecular Devices). As
amostras foram reconstituidas em ddH;O e depois, apds
deformacdo de proteinas, foram igualmente separadas entre

ensaios funcionais de base celular e andlise de protedmica.

Cultura de Células de SHK

As células SHK-1 foram cultivadas a 18 °C em
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frascos tratados para cultura de tecidos, de 75 cm?
(Costar), em meio L-15 (com 300 mg/L de L-glutamina)
suplementado com 500 pl de sulfato de gentamicina (50 mg/mL
destilado em &gua), 365 pl de 2-mercaptoetancol (55 mM em D-
PBS) e 5% de soro bovino fetal (FBS), como descrito por
Fast et al. 2004 supra. Todos os componentes do meio forma
adquiridos a Gibco. 0Os frascos confluentes foram passados
semanalmente por divisdo de células e de meio igualmente
entre dois frascos e adicionando um volume igual de meio
novo para cada frasco. As células utilizadas neste estudo

foram passadas entre 64 e 68 vezes.

As células SHK-1 foram semeadas a aproximadamente
4 x 10° células/frasco em meio L-15 suplementado como
descrito acima. A estimulacdo celular seguiu o mesmo
procedimento que Fast, M.D. et al. Dev. Comp. Immunol. 29:
951-963, 2005. Resumidamente, apds um periodo de 48 h, para
permitir qualguer expressdo génica induzida por manipulacéo
para regressar a niveis constitutivos, o meio foi removido
e foi adicionado 20 ml de meio fresco. Foi adicionado
lipopolissacarido (LPS) a todos os frascos, exceto aos

controlos, para obter uma concentracdo final de 5 mg/mL.

No primeiro ensaio, as fracdes de SEP foram
reunidas em 3 grupos (Tabela 1), cada um contendo
intervalos de tempo iguais (10 min) e volumes a partir da
cromatografia por exclusdo de tamanho. Isto resultou em
13 ng de proteina (fracdo 1 reunida), 8,0 pg de proteina

(fracdo 2 reunida) e <0,1 pg de proteina (fracdo 3 reunida)
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a ser adicionada a cada frasco. Estas incubacées foram
realizadas durante 4 h a 18 °C antes de o meio ser removido
e as células serem armazenadas em RNAlater a -80 °C até a
extracdo de RNA. Este ensaio foi repetido duas wvezes com

frascos em triplicado para cada condicéo.

No Segundo ensaio, as fracdes 1 e 2 de SEP da
fraccdo 1 reunida (Tabela 1) foram adicionadas a 1,0 e
1,4 ng por frasco, respetivamente. Estas concentracdes
foram obtidas apds concentrar 4 corridas de exclusdo por
tamanho para cada fracdo. Para testar qualquer efeito do
solvente residual no ensaio a base de células, 4 corridas
de um branco de AMA sofreram o mesmo tratamento e foram
incluidas na experiéncia como controlos. Finalmente, as
SEPs nao fracionadas utilizadas nas incubacodes de
macrbéfagos foram aqui incubadas a mesma concentracdo

(660 ng) .

Estas incubacdes foram realizadas em triplicado e

seguiram o mesmo procedimento que o primeiro ensaio.

PCR em Tempo Real em genes do salmdo Atléntico

O RNA total foi isolado a partir de células SHK-1
armazenados em RNAlater™ com o kit Nucleospin™ RNA II
(Clontech) e a concentracdo foi medida por espetrofotd-
metro. As amostras de RNA foram sujeitas a PCR para

verificar a falta de contaminacdo de DNA. As sequéncias
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para os iniciadores da PCR em Tempo Real (Real-time PCR)
foram concebidas, testadas e o0s seus produtos sequenciados,
como previamente descritos por Fast et al., supra (2004;
2005). A PCR gqguantitativa em Tempo Real foi realizada
utilizando um sistema de detecdo iCycler 1iQ™ Real-Time e
kits SYBR green (Bio-Rad) também previamente descrito por
Fast et al., supra (2004; 2005). Para garantir gque néo
haveria contaminacdo de DNA gendémico adicionada ao cDNA
quantificado, n&o foram corridos controlos n&do-RT para cada
isolamento de RNA em PCR e observados por electroforese em

gel de agarose a 2,5%.

O perfil da reacdo de PCR foi como se segue: um
passo inicial de desnaturacdo de 3 min a 95 °C, seguido por
40 ciclos de desnaturacdo (30 s a 95 °C), emparelhamento
(30 s a 58 °C) e extensdo (30 s a 72 °C), e finalizando com
um passo de extensdo final de 72 °C durante 5 min. A
sensibilidade das reacbdes e a amplificacdo de produtos
contaminantes, tais como dimeros de iniciadores,
indiscriminadamente detetados por SYBR green (i.e. O SYBR
green liga-se a todo o DNA de cadeia dupla), foram
avaliados por amplificacdo de diluicgbdes de 10 vezes dos
clones (1072 até 107® ng) e das amostras em duplicado assim
como realizando um branco sem c¢DNA em cada corrida. A
relacdo entre o ciclo do limiar (Ct) e o log (RNA) foi
linear (-3,5<rampa<-3,2) para todas as reacgdes. 0s numeros
de coépias foram estimados com base no peso molecular dos

clones e OD 260.
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Atividade imunomoduladora das proteinas SEP

As SEPs foram fracionadas com base no tamanho e
nas e nas fracdes que foram recolhidas. No primeiro ensaio
(Fig. 21), as fracdes reunidas (PF1l, PF2, PF3) foram
incubadas com células SHK-1 (uma linha de células do tipo
macré6fago de salmido) em combinacdo com lipopolissacaridos
(LPS) e a expressdo do gene da interleucina-1f foi
monitorizada de modo a determinar o efeito imunomodulador
das proteinas SEP fracionadas na expresséo génica
imunitdria. O gene da interleucina-1f foi reduzido na sua
expressdo em todas as trés fracdes reunidas em comparacédo
com as células estimuladas apenas com LPS (Fig. 21). Quando
as fracdes individuais gque contém proteinas foram testadas,
a expressdo do gene da interleucina-1f foi reduzida pela
fracdo 2. A anadlise de LC-MS mostrou que a Fracdo 2 da
mistura 1 continha a proteina 1 SEP, proteina SEP 2 e
tripsina. A evidéncia para a atividade imunomoduladora da
SEP, gque contém todas as proteinas descritas, é apresentada
na Fig. 22 em que existe uma diminuicdo significativa na
expressdo induzida por LPS de interleucina-1f na presenca

de SEPs totais.

As formas de realizacdo acima descritas da
presente invencdo pretendem ser apenas exemplos. As

alteracdes, modificacdes e variacdes podem ser realizadas
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em formas de realizacdo particulares pelos especialistas
técnica sem se afastar do é&ambito da invencdo, gue

definido apenas pelas reivindicacdes anexas.
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Lisboa, 2 de maio de 2016
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REIVINDICACOES

1. DNA que codifica um antigénio de proteina
para utilizacdo no tratamento de infecgdo com o copépode
caligideo em peixes, em que o DNA consiste na sequéncia de

nucledétidos tal como apresentada na SEQ ID NO: 9.

2. DNA de acordo com a reivindicacdo 1, em que

o0 copépode caligideo é Lepeophtheirus salmonis.

3. DNA que codifica um antigénio de proteina,
compreendendo o DNA uma sequéncia de nucledtidos tal como

apresentada na SEQ ID No: 9.

4. DNA de acordo com a reivindicacdo 3 para
utilizacdo na prevencdo de infeccdo pelo copépode caligideo

em peixes.

5. Proteina recombinante purificada, para uti-
lizacdo na prevencdo de infeccédo pelo copépode caligideo em
peixes, consistindo a proteina numa sequéncia de ami-

nodcidos apresentada na SEQ ID NO: 10.

6. Proteina recombinante purificada, para uti-
lizacdo de acordo com a reivindicacdo 5 em que o copépode

caligideo é Lepeophtheirus salmonis.
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7. Proteina recombinante purificada compreen-
dendo uma sequéncia de aminodcidos tal como apresentada na

SEQ ID NO: 10.

Lisboa, 2 de maio de 2016
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FIG.1
a)

Proteina de tipo vitelogenina (SL-0903)

Sequéncia de &acido nucleico

Qw&ﬁ?&hﬁ&ﬁﬁ?ﬁ&TQQ&*Q‘i?hF&GTR b&kﬁ&? &&ﬁ&ThTﬁT&?ﬁ$“$“T

T*{*TT?{;MWGAW@?%AQA TATTTTT mmmmmm

b)

Sequéncia de aminoacidos
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FIG.2
a)

Proteina 1 SEP (SL-0547)

Sequéncia de &acido nucleico

&3“&@3&

ATTTOTRG0C ACTGOOCAATTAGA
mﬁmwmn;@ CCACATCAACCAAGCTOBATGTTTOATCOA

\ “ AGAACATTAATGATGATTACTTCOGTCGTTTAAGAGLCGCOAS
GAAGCCAGCTOOTANTOTAT |

b)

Sequéncia de aminoacidos
Ry %kﬂm&i&h%%\&%l“?““’“”T?'i”” 3
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FIG.3
a)

Proteina 2 SEP (SL-0858)

Sequéncia de acido nucleico

. mTTF$§Aﬁ$§Tb\

b)

Sequen01a de aminoacidos
& E {?i}\ E@\r‘":.
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FIG.4
a)

Proteina 3 SEP (SL-1469)

Sequéncia de &acido nucleico

“WMe‘q

fRcLe s

&TT?C

b)

Sequéncia de aminoacidos

S TTWDATTAS m
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FIG.5
a)
Proteina de adesdo 3
~precursor da proteina 2 da matriz da placa adesiva de
mexilhdo (proteina 2 do pé)

(mb3a02.ckr)

Sequéncia de écido nucleico

b)

Sequéncia de aminoacidos
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FIG.6

a)
Proteina de adesédo 1

~precursor da proteina da matriz da placa adesiva de

mexilhdo (proteina 1 do pé) (s1l-0927-9)

Sequéncia de acido nucleico

TATACCC TTTACTCCARA

BLCCTE

e ?T»mm?ﬁm‘@ww

'@Tcmm*'rmmﬁma& e ‘ Tous
. xmimmm ANCAGCTTCTTCATATOAN
u*sm T*&&Qﬁﬁéﬁwﬁﬁﬁﬁwﬁ& 00 g“r*mmummgmf CTAABCCAGRCTA

GOTOAADBADCACCOACOCABS

qf*@ Ry g

’C&?@ﬁ?@?m&TQ‘“&GY SOASCT

&

b)

Sequéncia de aminoacidos
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FIG.7

a)
Proteina de ligagdo a cuticula 1

~proteina de tipo BCS-1 (moran 9-15)

Sequéncia de acido nucleico

AGCGTGETCECGEC

f Qis*swit T
b)

Sequéncia de aminoacidos

PRY {* -
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Piolhos por cm de peixe ao longo
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FIG. 9

Piolhos por grama de peixe ao longo de tempo
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Dados em pilha
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FIG. 11

Proteina de tipo vitelogenina SL-903 >SLO903FLG
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FIG. 12

Proteina 1 SEP SL-0547

>SL0547DRFL
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FIG. 13

Proteina 2 SEP SL-0858

ATATTTGAL
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Proteina 3 SEP

>SL1469FLRD
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FIG. 14
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FIG.15

(proteina de adesdo de mexilhdo) SL-0927

>SL0927R61
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FIG. 17

Prote;

Pontos comuns de BLAST (BLAST hits)

ir QSUATS BOMMO Ribosomal protein L6 [Rpl.6] [Borbys mori (Silk m... 242 6e-63
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FIG.18

Proteina 2 SEP SL-0858

Pontos comuns de BLAST (BLAST hits)

tr QSEN79 9CNID Ganglioside M2 activator-like protein [Aurelia a... 44 0.001
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FIG.

Proteina 3 SEP SL-1469
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Fig. 20
Proteina de adesdao de mexilhdo SL-0927
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FIG. 21
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FIG. 22
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REFERENCIAS CITADAS NA DESCRIGAO

Esta lista de referéncias citadas pelo requerente & apenas para
conveniéncia do leitor. A mesma ndo faz parte do documento da patente
Europeia. Ainda que tenha sido tomado o devido cuidado ao compilar as
referéncias, podem ndo estar excluidos erros ou omissées e o IEP

declina quaisquer responsabilidades a esse respeito.

Documentos de patentes citadas na Descrigédo

na Descrigao
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