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USO DE PEPTIDEOS COMO COCCIDIOSTATICOS E/OU
HITOMONOSTATICOS

Esta invencao esta relacionada ao uso de
polipeptideos, como agqui definidos a seguir, em alimentos
ou em ra¢do animal como um coccidiostatico e/ou
histomonostatico. Um exemplo de um polipeptideo da invengdo
€ a denominada proteina L12 de Bacillus licheniformis ATCC
14580, que possui a sequéncia de aminoacidos dos
aminoacidos +1 a +85 do ID. DE SEQ. N°: 2 aqui apresentado
(que acompanham os aminocdcidos 1-85 do ID. DE SEQ. N°: 2).

Coccideo €& um nome genérico dado aos organismos
protozoarios de célula TGnica que sdo parasitas intestinais
gque infectam tanto vertebrados quanto invertebrados. Os
organismos causam coccidiose, e normalmente se alojam no
intestino delgado, por exemplo, no cdlon. A infecg¢do com
coccideos em animais de criagdo pode ndo apenas reduzir
seriamente o crescimento, mas pode trazer risco de vida. Os
sintomas da infeccdo por coccideos incluem perda de células
epiteliais, desnudamentc da mucosa do intestino e diarréia
(freglientemente com a perda de sangue concomitante). Para
alguns animais de criacdo, por exemplo, aves, a infecgdo
por coccideog pode ser fatal ou afetar seriamente a satde
do énimal.

Aves sdo particularmente vulnerdveis a coccidiose por
varias razdes: (1) O ciclo parasitico de 6 a 8 dias as
atinge no estagio critico entre a 2® e 4* semanas, quando O
crescimento mdximo é normalmente expresso. Na medida em que
os parasitas praticamente destroem  todo o epitélio
intestinal, a absorc¢do de nutrientes é reduzida

dramaticamente, o que resulta em uma depressdo acentuada do
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crescimento. Até o abatebem 5 ou 6 semanas, ndo ha tempo
suficiente para a recuperagdo. (2) Ha 7 espécies de Eimeria
quer podem infectar aves, mais do que em dgualquer outra
categoria animal, e pelo menos 4 delas s8o observadas
regularmente em operacdes comerciais. Dessa forma, gquando
um ciclo infeccioso & concluido, outro ja pode estar em um
estdgio inicial, de tal modo due a coccilidiose se torna
crdnica. (3) Em aves, sidoc observadas as espécies mais
patogénicas (Eimeria tenella, FE. .ﬁecatrix), que induzem
hemorragias graves e, em certos casos, podem causar uma
mortalidade de até 50%. Um caso agudo de coccidiose desse
tipo poderia facilmente arruinar um criador de aves. (4) A
criagdo intensiva de aves (100.000 pintos ou mais em uma
instalac¢do) com grande quantidade de residuos facilita o
acesso de aves aos estagios infecciosos de coccideos nas
fezes por meio de coprofagia e, déssa. forma, auxilia a
disseminacdo rapida da doenga em um rebanho de aves
inteiro. Caso as condicgdes sanitdrias n3o sejam rigorosas,
a doenca também irad se transferir para outras instalagdes
de aves na mesma fazenda e perdurar no local por anos.

A fim de combater a coccidiose, as ragdes animais sdo
freqlientemente suplementadas com um coccidiostatico.
Coccidiostaticos que foram aprovados pela Comunidade
Econ®mica Européia (CEE) para uso com aves (galinhas,
perus, frangos e galinhas poedeiras) incluem sulfonimidas,
amprélio, decoquinato e iondforos. No entanto, -alguns
desses coccidiostaticos s3do compostos inorgdnicos que ndo
s3o naturais e, dessa forma, devem sexr produzidos
sinteticamente. Isso‘significa gque sdo relativamente caros.

Ha, portanto, a necessidade de coccidiostaticos gue sejam
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de ocorréncia natural.

A histomoniase também & causada por um protozodrio.
Nesse caso especifico, o protozoario infecta o ceco e,
posteriormente, o figado, de perus, galinhas e,
ocasionalmente, outros passaros galiformes. Em perus, a
maioria das infecgdes é fatal; em outros passaros, a
mortalidade & menos comum. o parasita  protozoario
Histomonas meleagridis & transmitido mais frequientemente em
ovos embrionados do nematddeo cecal Heterakis gallinarum, e
algumas vezes diretamente por = contato com passaros
infectados. As epidemias se disseminam rapidamente através
dos rebanhos por contato direto. Uma grande percentagem de
galinhas abriga esse verme, e histomonas foram localizados
em vermes adultos de ambos os sexos. Trés espécies de
lombrigas podem abrigar larvas de H. gallinarum due contém
H. meleagridis, que s3o infecciosas tanto em galinhas
guanto em perus. H. meleagridis sobrevive por longos
periodos dentro de ovos de Heterakis, que sdo resistentes e
podem permanecer vidveis no solo por anos. Histomonas sdo
liberados por larvas de Heterakis no ceco poucos dias apos
a entrada do nematddeo e se replicam rapidamente em tecidos
do ceco. Os parasitas migram para dentro da submucosa e da
camada muscular da mucosa e causam necrose extensiva e
severa. Os histomonas alcancam o figado pelo sistema
vascular ou por meio da cavidade peritoneal, e lesles
necréticas arredondadas aparecem rapidamente na superficie
do figado. Os histomonas interagem com outros organismos do
intestino, por exemplo, bactérias e coccideos, e dependem
destes para uma viruléncia plena.

Tradicionalmente, acreditava-se que a histomoniase
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afetasse perus, com poucos danos as galinhas. No entanto,
epidemias em galinhas podem causar morbidade elevada,
mortalidade moderada e  descarte extenso. As lesdes
hepaticas tendem a ser menos graves em galinhas, mas a
morbidade pode ser especialmente elevada em poedeiras
jovens ou matrizes pesadas.

A fim de combater a histomoniase, as rac¢des animais
sdo freqglentemente suplementadas com um histomonostitico.
Histomonostdticos para uso com aves (galinhas, perus) podem
incluir, por exemplo, dcido 4-nitrofenilarsédnico, um
composto que ndo & natural e, dessa forma, deve ser feito
sinteticamente. Além disso, sabe-se que 6 Gnico
histomonostédtico autorizado restante para perus, Nifursol,
foi retirado em 2003 pelas autoridades do Reino Unido.
Portanto, também h& a necessidade de histomonostaticos
novos e adicionais gque sejam, por exemplo, de ocorréncia
natural.

Além das vantagens normais da utilizégéo de compostos
naturais, esses tém maior probabilidade de ser mais baratos
do que a sintese do composto.

A presente invengdo se baseia no achado de gque os
polipeptideos definidos a seguir possuem atividade contra
coccidiose e histomoniase e, portanto, podem ser usados
como coccidiostdticos e/ou histomonostidticos. -Embora os
referidos polipeptideos ja& tenham s=sido sugeridos como
aditivos para racdo animal (WO-A-2006/099871), ndo havia
sido percebido, até agora, que esses compostos poderiam ser
ativos contra coccideos ou histomoniase. Na verdade, na WO-
A-2006/099871, em vez disso, os polipeptideos  foram

adicionados & ra¢do animal a fim de aumentar a utilizacado
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da rag¢do animal por aumento da proporgdoco de conversdo de
reagdes (FCR) e/ou modulac¢d3o da microflora intestinal, e
ndo houve mengdo de qualquer atividade contra coccidiose e
histomoniase.

Portanto, esta invencdo estd relacionada ao uso de um
polipeptideo selecionado do grupo que consiste em:

(a) um polipeptideo gque compreende uma seqgiiéncia de
aminodcidos que possui um grau de identidade para os
aminodcidos 1-85 do ID. DE SEQ. N°: 2 de pelo menos 33%;

(b) um polipeptideo que é codificado por uma seqgléncia
de &acidos nucléicos que hibridiza sob condi¢des de baixo
rigor com os (i) nucleotideos 124-378 do ID. DE SEQ. N°: 1,
(ii) uma subseqténcia de (i) de pelo menos 100
nucleotideos, ou (iii) uma fita complementar de (i) ou
(i1) ; |

(¢) wuma variante do polipeptideo gque possul uma
seqUéncia de aminodcidos dos aminodcidos 1-85 do ID. DE
SEQ. N°: 2 gue compreende uma substituicdo, eliminacdo,
extensdo e/ou inser¢do de um ou mais aminocdcidos;

(d) uma variante alé&lica de (a) ou (b); e

(e) um fragmento de (a), (b)), (c¢) ou (d4d).

como um coccidiostitico e/ou histomonostéatico.

Com a wutilizagdo de um polipeptideo como definido
acima como um coccidiostético, por  exemplo, pode-se
empregar um composto de ocorréncia natural gque tenha maior
probabilidade de ser aceitdvel ao ser humano ou animal gue
estd sendo tratado para coccidiose. Além disso, a indastria
e os grupos de consumidores sdo freglentemente favoraveis a
utilizagdo de compostos ‘de ocorréncia natural ao invés

daqueles sintéticos. Os polipeptideos s8o orgédnicos e,
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portanto, seu fornecimento pode ser mais barato do due
compostos inorgdnicos sintéticos.

Em modalidades particulares, o polipeptideo possui,
consiste basicamente em ou consiste em uma seqgiéncia de
aminodcidos gque possui um grau de identidade para os
aminodcidos 1-85 do ID. DE SEQ. N°: 2 de pelo menos 33%
como, por exemplo, o polipeptideo dos aminoidcidos 1-85 do
ID. DE SEQ. N°: 2. Outros exemplos especificos sdo os
polipeptideos dos aminocdcidos 1-85 de qualguer um dos IDS.
DE SEQ. N°: 8, 9 e 10 (identificados como semelhantes a
L12 com base no teste de PCR do Exemplo 1 aqui
apresentado) .

Un polipeptideo da presente invengdo pode ser um
polipeptideo bacteriano ou um polipeptideo fungico. Em uma
segunda modalidade particular, o polipeptideo é ;um
polipeptideo bacteriano Gram-positivo como, por exemplo, um
polipeptideo de Bacillus ou uma variante deste, por
exemplo, um polipeptideo de Bacillus licheniformis, pPor
exemplo, derivado de Bacillus licheniformis ATCC 14580, que
4 a cepa do tipo de Bacillus licheniformis e disponivel
mediante solicitacgdo pela “American Type Culture
Collection”, ATCC. Cepas de Bacillus licheniformis
preferidas s3o positivas no teste do Exemplo 1 aqui
apresentado, tais como as seguintes cepas de Bacillus
licheniformis: ATCC 14580 (= NCIB 9375), NCIMB 6346 (= DSM
8785), NCTC 1024, NCTC 1025, NCTC 2120, NCTC 7589, NCTC
9932, ATCC 21424, NCIMB 10689 e ATCC 53757.

Um segundo aspecto da presente invengdo esta
relacionado ao uso de polipeptideos, como aqui definidos

anteriormente, na preparagéo de uma composigéo
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coccidiostatica ou histomonostatica.

Um aspecto adicional da invenc¢do estd relacionado a
uma composigdo de ragdo animal, por exemplo, adequada a um
animal monogadstrico ou ndo ruminante, gue compreende um
polipeptideo, como aqui definido anteriormente, gque esta
presente como um coccidiostatico e/ou como um
histomonostatico. O polipeptideo de acordo com a invengdo
estd presente preferivelmente em uma quantidade na qual
possuil atividade coccidiostdtica ou & ativo contra
coccideos.

O termo “animal” inclui todos os animais. EXemplos de
outrogs animais além de aves s8o animais ruminantes,
incluindo, por exemplo, carneiro, cabra e gado, por
exemplo, vacas, tais como gado de corte e vacas leiteiras.
Em uma modalidade particular, o animal & um animal ndo
ruminante. Animais nfo ruminantes incluem animais de
estimacgdo, por exemplo, gatos ou cdes, e animais
monogdstricos, por exemplo, além de aves, porcos ou suinos
(incluindo, sem limitagdo, leitdes, porcos em crescimento e
leitoas); peixes (incluindo, sem limitagdo, salmdo, truta,
tildapia, bagres e carpas); e crustdceos (incluindo, sem
limitagdo, camardo e pitu).

Um aspecto adicional da invengdo estad relacionado a
uma pré-mistura ou composigdo aditiva, por exemplo, para
ser adicionada a uma ou mais subst@ncias ou ingredientes de
ragdes comestiveis, poxr exemplo, para preparar ou
suplementar uma ragdo existente para formar uma composigdo
de racdo.

De acordo com a invengdo, o polipeptideo pode ser

usado como polipeptideo puro isolado ou em uma mistura de
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polipeptideos.

Como agui definido, um polipeptideo “isolado” ou
“puro” €& um polipeptideo que €& essencialmente livre de
outros polipeptideos, por exemplo, pelo menos 80% puro,
preferivelmente pelo menos 85%, 86%, 87%, 88%, 89% ou pelo
menos 90% puro, mais preferivelmente pelo menos 91%, 92%,
93%, 94%, 95% ou pelo menos 96% puro, como determinado por
SDS-PAGE (por exemplo, por coloragédo coomassie e
subseqiente varredura por métodos conhecidos na técnica). A
pureza também pode ser determinada por HPLC,
preferivelmente RP-HPLC (por exemplo, com a utilizagdo de
uma coluna Waters p-Bondapak €18, Fase Mdével A: TFA 0,1%,
Fase Mével B: Acetonitrila + TFA 0,1%, detectando a 280
nm). A pureza por SDS-PAGE, bem como a pureza por HPLC,
refere-se a quantidade do polipeptideo da invengdo, em
relacdo & quantidade de proteina total. Em modalidades
alternativas, o polipeptideo pode ser pelo menos 20%, 40%,
60% ou pelo menos 70% puro.

A quantidade de proteina total pode ser determinada
por qualquer método conhecido na técnica, por exemplo, O
método de Kjeldahl (A”O.A.C., 1984, “Official Methods of
Analysis” 14* ed., “Association of Official Analytical
Chemists”, Washington DC), e a quantidade do polipeptideo
da invencdo pode ser determinada por SDS-PAGE e subsequente
varredura, também por métodos conhecidos na técnica.

Os polipeptideos codificados por sequéncias de &acidos
nucléicos da presente invengdo também incluem polipeptideos
fundidos ou polipeptideos clividveis de fusdo nos quais
outro polipeptideo & fundido no terminal N ou no terminal C

do polipeptideo ou fragmento deste. Um polipeptideo fundido
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é produzido por fusdo de uma sequéncia de acidos nucléicos
(ou uma porgdo desta) que codifica outro polipeptideo a uma
sequiéncia de A&acidos nucléicos (ou uma porgdo desta) da
presente invengdo. As metodologias para a produgdo de
polipeptideos de fusdo s3o conhecidas na técnica, e incluem
a ligagdo das sequéncias codificadoras que codificam os
polipeptideos de tal forma que estejam in frame e que a
expressdo do polipeptideo fundido esteja sob controle do
mesmo promotor e terminador.

Em uma modalidade especifica, o polipeptideoc €& uma
variante com baixa capacidade alergénica, projetada para
provocar uma resposta imunoldgica reduzida quando exposta
aos animais, incluindo o© homem. O termo “resposta
imunoldgica” deve ser compreendido como gqualguer reacgdo
pelo sistema imunoiégico de um animal exposto ao
polipeptideo. Um tipo de resposta imunoldgica é uma
resposta alérgica que leve a niveis aumentados de IgE no
animal exposto. Variantes com baixa capacidade alergénica
podem ser preparadas com o uso de metodologias conhecidas
na técnica. Por exemplq, o polipeptideo pode ser conjugado
a porgdes de polimero que protegem porg¢des ou epitopos do
polipeptideo envolvidas em uma resposta imunoldgica. A
conjugagdo com polimeros pode envolver o acoplamento
quimico in vitro do polimero ao polipeptideo, por exemplo,
como descrito em WO 96/17929, WO 98/30682, WO 98/35026 e/ou
WO 99/00489. Além disso, ou alternativamente, a conjugacdo
pode envolver o acoplamento in vivo de polimeros ao
polipeptideo. Essa conjugagao pode sex obtida por
engenharia genética da seqiéncia de nucleotideos que

codifica o polipeptidec. Outra forma de fornecer. variantes




10

15

20

25

30

10/28

com baixa capacidade alergénica é a engenharia genética da
seqiiéncia de nucleotideos que codifica o polipeptideo de
forma a fazer com - que os polipeptideos se auto-
61igomerizem, fazendo com gque mondmeros do polipeptideo
pPossam proteger os @ epitopos de outros mondmeros de
polipeptideo e, dessa forma, reduzir a antigenicidade dos
oligbmeros. Esses produtos e sua preparacdo sdo descritos,
por exemplo, em WO 96/16177. Os epitopos envolvidos em uma
resposta imunoldgica podem ser identificados por varios
métodos, tais como o método de exibicdo de fago descrito em
WO 00/26230 e WO 01/83559, ou a abordagem aleatdria
descrita em EP 561907. Apds um epitopo ter sido
identificado, sua seqiéncia de aminodcidos pode ser
alterada para produzir propriedades imunoldgicas alteradas
do polipeptideo por técnicas conhecidas de manipulagéo de
genes como, por exemplo, mutagénese sitio—dirigida (veja,
por exemplo, WO 00/26230, WO 00/26354 e/ou WO 00/22103),
e/ou a conjugagdo de um polimero prode ser feita em
proximidade suficiente com o epitopo para que o polimero
proteja o epitopo.

‘Ainda em um aspecto adicional, a invencdo esta
relacionada ao uso, em ragdo animal, de uma cepa de
Bacillus, cujo DNA, quando coletado e usado como um modelo
de DNA em uma reagdo de PCR com os IDS. DE SEQ. N°: 6 e 7
como iniciadores, leva a geragdo de um fragmento de PCR de
um tamanho de aproximadamente 0,4 kb. Esse teste serve para
identificar cepas com um gene Ll2-like; veja o Exemplo 1
aqui a?resentado. Essas cepas de Bacillus também podem ser
usadas na preparagdo de uma composigio para uso em racio

animal como coccidiostatica.
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Em uma primeira modalidade particular, a cepa de
Bacillus é um microorganismo probidtico. O termo

“probidtico” geralmente se refere a uma bactéria né&o

patogénica dada como alimento aos animais, incluindo
passaros, como uma forma de evitar a colonizagdo por
microorganismos patogénicos, por exemplo, protozoarios.

Probidéticos também podem ser definidos como microorganismos
vivos ou habitédveis que afetam beneficamente o equilibrio
intestinal de seres humanos e animais saudaveis e que
funcionam normalmente.

Em uma segunda modalidade particular, a cepa de

Bacillus é& usada na forma de esporos. Esporos podem ser

exosporos ou, preferivelmente, endosporos. Um endosporo &

qualgquer esporo que seja produzido dentro de um organismo
(normalmente uma bactéria). Os endosporos podem sobreviver
por periodos de estresse ambiental e s3o, portanto, capazes
de sobreviver a passagem pelo ambiente indéspito (&cido) do
trato gastrointestinal superior, somente exercendd seu
efeito apds alcangarem os intestinos, onde serdo formadas
as células vegetativas normais.

Em modalidades particulares adicionais, a cepa de
Bacillus & uma cepa de Bacillus licheniformis, selecionada
preferivelmente das seguintes cepas de Bacillus
licheniformis: ATCC 14580 (= NCIB 9375), NCIMB 6346 (= DSM
8785), NCTC 1024, NCTC 1025, NCTC 2120, NCTC 7589, NCTC
9932, ATCC 21424, NCIMB 10689 e ATCC 53757. Um subgrupo
preferido inclui Bacillus licheniformis ATCC 14580 (= NCIB
9375) e Bacillus licheniformis NCIMB 6346 (= DSM 8785) .

O teste do Exemplo 1 & uma reagdo de PCR, nesse

exemplo realizada c¢om DNA isolado de varias cepas de
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Bacillus licheniformis. Em uma‘modalidade particular desse
teste, o DNA usado como modelo para a reagdo de PCR & DNA
cromossdmico que pode ser isolado por métodos conhecidos na
técnica. O resultado do teste do Exemplo 1 & positivo
guando & obtido um fragmento de PCR do tamanho correto. No
Exemplo 1, o tamanho correto & indicado como 0,4 kb. Em uma
modalidade particular, o tamanho correto estd entre 0,35 kb
e 0,44 kb (= 350 bp-440 bp). Em modalidades alternativas, o
tamanho correto é 330-430 bp, 340-420 bp, 350-410 bp, 360-
400 bp, 370-390 bp ou 385-395 bp. O tamanho da sedﬁéncia
codificadora (CDS) do ID. DE SEQ.  N°: 1 é de
aproximadamente 380 bp (ou seja, 378 bp).

Seqtiéncias isoladas de &acidos nucléicos que codificam
os polipeptidebs como aqui definidos anteriormente,
construgdes de acido nuéléico, vetores e células

hospedeiras que compreendem as sequéncias de 4&cidos

nucléicos para a expressdo e produgdo de polipeptideos

isolados como aqui definidos anteriormente, além de cepas
probidticas como aqui exemplificadas anteriormente, s&o
descritos em WO-A-2006/099871. O contelido dessa publicagdo,
em particular variantes de polipeptideos e cepas de acordo
com as invencgdes e sua produgdo, & aqui incorporado por
referéncia.

As composicdes de polipeptideo podem ser preparadas de
acordo com métodos conhecidos na técnica, e podem estar na
forma de um liquido ou uma composigdo seca. Por exemplo, a
composigdo de polipeptidec pode estar na forma de um
granulado ou um microgranulado. O polipeptideoc a ser
incluido ﬁa composicdo pode ser estabilizado de acordo com

métodos conhecidos na técnica.
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Exemplos particulares de composigdes da invengdo sao
os seguintes:

- Um aditivo de racd3o animal gque compreende: (a) um
polipeptideo da invengdo; e (b) pelo menos uma vitamina
lipossoliavel, (c) pelo menos uma vitamina hidrossoluvel,
(d) pelo menos um micromineral e/ou (e) pelo menos um
macromineral;

- uma composicdo de ragdo animal que possui um teoxr
bruto de proteina de 50 a 800 g/kg e gue compreende um
polipeptideo da invengao;

- um aditivo de racdo animal gue compreende: (a) uma
cepa de Bacillus como definida na segédo intitulada “Cepas
bacterianas; Cepas probidticas de Bacillus”; e (b) pelo
menos uma vitamina 1lipossoltvel, (c¢) pelo menos uma
vitamina hidrossoltGvel, (d) pelo menos um micromineral e/ou
(e) pelo menos um macromineral; e

- uma composigdo de ragdo animal que possul um teor
bruto de proteina de 50 a 800 g/kg e que compreende uma
cepa de Bacillus como definida na segdo intitulada “Cepas
bacterianas; Cepas probidticas de Bacillus”.

As chamadas pré-misturas s3o exemplos de aditivos de
racio animal da invengdo. Uma pré-mistura designa uma
mistura preferivelmente uniforme de um ou mais micro-
ingredientes com diluente e/ou veiculo. Pré-misturas sé&o
usadas para facilitar a dispers8o uniforme de micro-
ingredientes em uma mistura maior.

O termo “racgdo” ou “composigdo de ragao” significa
gqualgquer  composto, preparagéo, mistura ou composigao
adequada ou destinada & ingestdo por um animal.

No uso de acordo com a invencdo, o polipeptideo e/ou a
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cepa de Bacillus pode ser administrado ao animal antes,
depois ou simultaneamente com a dieta. Essa UGltima forma &
preferida.

Em uma modalidade particular, o polipeptideo, na forma
em que & adicionado a ragdo ou quando incluido em um
aditivo de ragdo, & bem definido. O termo “bem definido”
significa que a preparagdo de polipeptideo & pelo menos 50%
pura. Em outras modalidades particulares, a preparag¢ido de
polipeptideo bem definido & pelo menos 60, 70, 80, 85, 88,
90, 922, 94 ou pelo menos 95% pura.

Uma preparagdo de polipeptideo bem definido é
vantajosa. Por exemplo, & bem mais facil dosar corretamente
na rag¢ao um polipeptideo que seja essencialmente livre de
outros polipeptideos interferentes ou contaminantes. O
termo “dosar corretamente” se refere, em particular, ao
objetivo de obter resultados consistentes e constantes, e a
capacidade de otimizar a dosagem com base no efeito
desejado.

Para uso em rag¢do animal, no entanto, o polipeptideo
ndo precisa ser tdo puro; ele.pode, por exemplo, incluir
outros polipeptideos como, por exemplo, enzimas de racgdo
animal, quando entdo poderia ser denominada uma preparagio
de polipeptideo.

A preparacido de polipeptideo pode'ser: (a) adicionada
diretamente & rag¢do (ou usada diretamente em um processo de
tratamento de proteinas).ou (b) usada na produgdo de uma ou
mais composi¢des intermedidrias como, por exemplo, ~aditivos
ou pré-misturas de ragdo, que & subseqlentemente adicionada
a racado (ou usada em um processo de tratamento). O grau de

pureza descrito acima se refere a pureza da preparagdo de
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polipeptideo original, seja ela usada de acordo com (a) ou
com (b) acima.

As preparag¢gdes de polipeptideo com purezaé dessa ordem
de magnitude sdo passivels de obtengdo, em particular, com
o uso de métodos recombinantes de produ¢do, enquanto nio
s3o obtidas tdo facilmente e também sio submetidas a uma
variacdo de 1lote para lote bem maior gquando o polipeptideo
€ produzido por métodos tradicionais de fermentacdo.

O polipeptideo pode ser adicionado & rag¢do em qualquer
forma, esteja ele como um polipeptideo relativamente puro
ou misturado com outros componentes destinados a adigdo a
ragéo. animal, ou seja, na forma de aditivos de racdo
animal, tais como as denominadas pré-misturas para racdo
animal.

Além do polipeptideo e/ou da cepa de Bacillus da
invengdo, os aditivos de rag¢do animal da invencido contém
pelo menos uma vitamina lipossolivel e/ou pelo menos uma
vitamina hidrossoltGvel e/ou pelo menos um micromineral e/ou
relo menos um macromineral.

Além disso, ingredientes opcionais de aditivos de
ragdo sdo agentes corantes, por exemplo, carotendides, tais
como beta-caroteno, astaxantina e luteina; compostos de
aroma; estabilizantes; peptideos antimicrobianos; outros
coccidiostaticos; espécies reativas que geram oxigénio;
e/ou pelo menos uma enzima selecionada entre fitase (EC
3.1.3.8 ou 3.1.3.26); xilanase (EC 3.2.1.8); galactanase
(EC 3.2.1.89); alfa-galactosidase (EC 3.2.1.22); protease
(EC 3.4., fosfolipase Al (EC 3.1.1.32); fosfolipase A2 (EC

3.1.1.4) lisofosfolipase (EC 3.1.1.5); fosfolipase C (EC

~e

3.1.4.3) fosfolipase D (EC 3.1.4.4); amilase como, por

~e
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exemplo, alfa-amilase (EC 3.2.1.1); e/ou beta-glucanase (EC
3.2.1.4 ou EC 3.2.1.6).

Exemplos de peptideos antimicrobianos (AMP’s) séao
CAP18, Leucocina A, Tritripticina, Protegrina-1, Tanatina,
Defensina, Lactoferrina, Lactoferricina e Ovispirina como,
por exemplo, Novispirina (Robert Lehrer, 2000), Plectasinas
e Estatinas, incluindo os compostos e polipeptideos
revelados em WO 03/044049 e WO 03/048148, assim como
variantes ou fragmentos dos compostos acima que retenham a
atividade antimicrobiana.

Exemplos de polipeptideos antiftngicos (AFP’s) sdo os
peptideos de Aspergillus giganteus e Aspergillus niger, bem
como variantes e fragmentos destes que retenham atividade
antiftngica, como revelado em WO 94/01459 e WO 02/090384.

Exemplos de outros coccidiostdticos que também podem
ser usados sdo iondforos, tais como lasalocida, monensina,
salinomicina, maduramicina, senduramicina, e agentes
gquimicos como amprdlio, nicarbazina, diclazuril.

Como revelado em WQO-A-2003/009700, foram descobertos
dcidos graxos poliinsaturados que possuem também atividade
coccidiostatica. Portanto, em uma modalidade preferida
particular da inven¢do, ingredientes de aditivos de racgdo
adicionais s3o &cidos graxos poliinsaturados (PUFAs).

A composigdo (racdo animal) pode compreender de 0,001,
0,01 g ou 1 g, até 0,01 ou 100 g de PUFA por kg de ragio,
preferivelmente de 0,0001 a 100 g/kg. As guantidades podem
ser até mesmo de 00,0001 até 0,1 g de PUFA por kg de ragédo,
por exemplo, de 0,0025 (ou 0,05 ou 0,08) a 0,001 (ou 0,01
g) de PUFA por kg de ragdo. Tipicamente, a composigdo

compreendera de 0,002 a 0,01 g de PUFA por kg de ragdo,
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preferivelmente de 0,0004 g a 0,08 g de PUFA por kg de
ragao.

As quantidades acima se reféran ao peso do PUFA e,
bortanto, caso o PUFA seja adicionado na forma de um dleo
(por exemplo, que possua de 30 a 40% do PUFA), entdo a
quantidade de &leo presente (ou adicionada) pode ser
calculada de acordo, por exemplo, por multiplicac3o da
quantidade do PUFA por 100/X, em que X & a percentagem do
PUFA no &leo. Desse modo, por exemplo, com um teor de PUFA
de 30 (ou 35) até 40% (ou 45 ou 50%), a quantidade de &leo
que pode ser adicionada pode variar proporcionalmente, por
exemplo, de 0,00033 ou 0,00025 g até 330 ou 250 g de dleo
ror kg de racao.

O PUFA pode ser um PUFA simples ou dois ou mais PUFAs
diferentes. Cada PUFA pode ser da faﬁilia n-3 ou n-6. De
preferéncia, ele & um PUFA C1l8, C20 ou C22. Ele pode ter
pelo menos 18 atomos de carbono e 3 ligag¢des duplas. O PUFA
pode ser fornecido na forma de um &cido graxo livre, um
sal, como wum éster de &cido graxo (por exemplo, éster
metilico ou etilico), como fosfolipideos e/ou na forma de
um mono-, di- ou triglicerideo.

PUFAs (n-3 e n-6) adequados incluem:

- acido docosahexaendico (DHA, 22: 6Q3), adequadamente
de algas ou fungos como, por exemplo, Crypthecodinium
(dinoflagelado) ou Thraustochytrium (fungo) ;

- &acido y-linolénico (GLA, 18: Q6);

- dcido oa-linolénico (ALA, 18: Q3);

- &8cido linoléico conjugado (dcido octadecadiendico,
CLA) ;

- &acido di-homo-y-linolénico (DGLA, 20: Q6);
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- acido araquiddnico (ARA, 20: Q6); e
- Acido eicosapentaendico (EPA, 20: 5 Q3).

PUFAs preferidos incluem &cido araquiddnico (ARA),

acido docosohexaendico (DHA), &cido eicosapentaendico (EPA)
e/ou &acido y-linoléico (GLA).  Em particular, ARA &
preferido.

O PUFA pode ser de uma fonte mnatural (por  exemplo,
vegetal ou marinha) ou pode ser derivado de uma fonte de
célula UGnica ou microbiana. Em particular, o PUFA pode ser
produzido por‘uma bactéria, alga, fungo ou levedura. Os
fungos sdo preferidos, preferivelmente da ordem Mucorales,
por exemplo, | Mortierella, Phycomyces, Blakeslea,
Aspergillus, Thraustochytrium, Pythium ou Entomophthora. A
fonte>preferida de ARA & de Mortierella alpina, Blakeslea
trispora, Aspergillus terreus ou Pythium insidiosum. As
algas podem ser dinoflageladas e/ou incluem Porphyridium,
Nitszchia ou Crypthecodinium (por exemplo, Crypthecodinium
cohnii) . As leveduras incluem aquelas do génexro Pichia ou
Saccharomyces = como, por exemplo, Pichia ciferii. As

bactérias podem ser do género Propionibacterium.

O PUFA pode estar presente ou ser adicionado &

composigdo como um &leo (por exemplo, comestivel). O &leo
pode ser um liquido (em temperatura ambiente). O &leo pode
ser um dleo microbiano (por exemplo, célula tGnica), marinho

(por exemplo, de atum) ou um &leo vegetal. Um Sleo adequado
que inclui ARA & disponivel por DSM N.V., Alexander
Fleminglaan 1 ou Wateringseweg 1, Caixa Postal 1.2600 MA
Delft, Holanda, sob o nome comercial VEVODAR. Outro &leo

disponivel comercialmente (ARA) & < ARASCO - de Martek

Corporation, 6480 Dobbin Road, Columbia, MD 21045, Estados
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Unidos. Outros PUFAs sdo disponiveis, por exemplo, DHA como
um 6leo de DHA (DHASCO de Martek Corporation ou DHA de
Pronova, Noruega, sob o nome comercial PAX).

Diversos documentos descrevem a produgdo de Oleos
brutos de PUFA. Oleos microbianos que contém ARA sdo
revelados em WO—A—92/13086 (Martek), EPA em WO-A-91/14427
(Martek) e DHA em WO-A-91/11918 (Martek). Varios métodos
para a extragdo de O&6leos de PUFA de fontes microbianas
podem ser encontrados em WO-A-97/36996 e WO-A-97/37032
(ambos para Gist-brocades). A preparagdo de Oleos que
contédm ARA, DHA e EPA também & revelada em WO-A-92/12711
(Martek) .

Prefere-se que a maior parte do PUFA esteja na forma
de triglicerideos. Dessa forma, preferivelmente pelo menos
50%, por exemplo, pelo menos 60% ou, otimamente, pelo menos
70% do PUFA estd na forma de triglicerideo. No entanto, a
quantidade de triglicerideos pode ser maior = como, pPor
exemplo, pelo menos 85%, preferivelmente pelo menos 90%,
otimamente pelo menos 95% ou 98% do Oleo.

De preferéncia, o aditivo ou a pré-mistura compreende
de 10 a 1.000, por exemplo, de 25 ou 50 a 750,
preferivelmente de 75 ou 100 a 250 ou 500 vezes do PUFA (ou
de outros componentes, por exemplo, enzimas) como ragdo.
Isso ocorre porque a pré-mistura pode ser *diluida” por um
fator de 10 a 1.000 (de tal modo que a pré-mistura
constitua de 10% a 0,1% da ragdo final) guando se produz a
racdo animal. Dessa forma, gqualquer um desses nimeros pode
ser usado para multiplicar os valores (maximos e/ou
minimos) das quantidades do PUFA definidos na segdo

seguinte para se obter concentracdes do PUFA na pré-
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mistura. Como uma faixa ampla, no entanto, a concentragdo
pode ser de 1 a 100 g/kg. A pré-mistura pode estar na forma
de grédnulos ou péletes.

Exemplos de espécies reativas que geram oxigénio sao
substédncias guimicas como, por exemplo, perborato,
persulfato ou percarbonato; e enzimas como, pof exemplo,
uma oxidase, uma oxigenase ou uma sintetase.

Normalmente, vitaminas lipossolGveis e hidrossoliveis,
além de microminerais, formam parte de uma denominada pré-
mistura destinada & adig3o & ragdo, enquanto macrominerais
s3o normalmente adicionados separadamente a ragdo. Qualquer
um desses tipos de composigdo, gquando enriquecidos com um
polipeptideo ou uma cepa de Bacillus da invengdo, & um
aditivo de ragéovanimal da invencgao.

A seguir, serfo apresentadas listas ndo exclusivas de
exemplos desses componentes:

- Exemplos de vitaminas lipossolGveis s8o vitamina A,
vitamina D3, vitamina E e vitamina K, por exemplo, vitamina
X3.

- Exemplos de vitaminas hidrossolGveis s&8o vitamina
B12, biotina e colina, vitamina Bl, vitamina B2, vitamina
B6, niacina, &cido félico e pantotenato, por exemplo, Ca-D-
pantotenato.

- Exemplos de microminerais sdo manganés, zinco,

ferro, cobre, iodo, selénio e cobalto.

Exemplos de macrominerais s8o calcio, £foésforo e
sbddio.

As necesgssidades nutricionais desses componentes
(exemplificadas com aves e leitdes/porcos) estdo listadas

na Tabela A de WO 01/58275. Necegsidade nutricional
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significa que esses componentes devem ser fornecidos na
dieta nas concentra¢des indicadas.

Composigdes de ragdo animal ou dietas possuem um teor
relativamente elevado de proteina. As dietas de aves e de
porcos podem ser caracterizadas como indicado na Tabela B
de WO 01/58275, colunas 2-3. As dietas de peixes podem ser
caracterizadas como indicado na c¢coluna 4 dessa Tabela B.
Além disso, essés dietas de peixeé normalmente possuem um
teor de gordura bruto de 200-310 g/kg.

WO 01/58275 corresponde a U.S. 09/779334, que & aqui
incorporada por referéncia.

Uma composigdo de ragdo animal de acordo com a
inveng8o possui um teor bruto de proteina de 50-800 g/kg e,
além disso, compreende pelo menos um polipeptideo e/ou pelo
menos uma cepa de Bacillus, como aqui descrito e/ou
reivindicado. |

Em wuma modalidade particular, a composigdo de ragdo
animal da invencdo contém pelo menos uma proteina vegetal
ou fonte de proteina vegetal.r Ela também pode conter
proteina animal, por exemplo, farelo de carne e farelo de
osso e/ou farelo de peixe, tipicamente em uma quantidade de
0—25%; O termo ‘“proteinas vegetais”, como aqui usado,
refere-se a qualquer composto, composigdo, preparagdo ou
mistura que inclua pelo menos uma proteina derivada ou
origindria de um vegetal, incluindo proteinas modificadas e
derivados de proteina. Em modalidades particulares, o teor
de proteina das proteinas vegetails & de pelo menos 10, 20,
30, 40, 50 ou 60% (p/p).

Proteinas vegetais podem ser derivadas de fontes de

proteina vegetal, tais como legumes e cereais, por exemplo,
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materiais de plantas das familias Fabaceae (leguminosas),
Cruciferaceae, Chenopodiaceae e Poaceae, tais como farelo
de soja, £farelo de tremoco e farelo de canola. Em uma
modalidade particular, a fonte de proteina vegetal &
material de uma ou mais plantas da familia Fabaceae, por
exemplo,. soja, tremogo, ervilha ou feijdo. Em outra
modalidade particular, a fonte de proteina vegetal &
material de uma ou mais plantas da familia Chenopodiaceae,
por exemplo, beterraba, cana de agucar, espinafre ou
quinoa.

Dietas animais podem ser fabricadas, por exemplo, como
ragcdo em puré (ndo peletizada) ou ragdo peletizada.
Tipicamente, os produtos de ragdo moida s8o misturados e
s3o adicionadas quantidades suficientes de vitaminas e
minerais essenciais, de acordo com as especificag¢des para a
espécie em quest3o. O(s) polipeptideo(s) e/ou a cepa de
Bacillus podem ser adicionados como formulag¢des sdlidas ou
liguidas. Por exemplo, uma formulagdo de polipeptideo
s6lida é adicionada tipicamente antes ou durante a etapa de
mistura; e ‘uma preparagao de polipeptideo 1liguida é
adicionada tipicamente apds a etapa de peletizagdo. O
polipeptideo também pode ser incorporado em um aditivo ou
pré-mistura de ragdo.

A concentracdo final de polipeptideo na dieta esta
dentro da faixa de 0,01-200 mg de proteina por kg de dieta,
por exemplo, na faixa de 0,1-20 mg de proteina por kg de
dieta animal.

O polipeptideo e/ou a cepa de Bacillus devem,
evidentemente, ser aplicados em uma gquantidade eficaz, ou

seja, em uma gquantidade adequada para melhorar a conversdo
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de racgdo.

Atualmente, contempla-se gque o polipeptideo seja
administrado em uma ou mais das seguintes quantidades
(faixas de dosagem): 0,01-200; 0,01-100; 0,5-100; 1-50; 5-
100; 10-100; 0,05-50; 1-10; ou 0,10-10; todas essas faixas
estando em mg de proteina de polipeptideo por kg de ragdo
(ppm) . Em uma modalidade particular, a faixa de dosagem &
de 1-9, 1-8, 2-7, 2-6 ou 2-5 ppm. Exemplos de faixas de
dosagem particularmente preferidas s8o 0,5-15,0, 1,0-12,5,
1,5-10,0 e 2,5-7,5 ppm.

Atualmente, contempla-se que a cepa de Bacillus &
administrada em uma ou mais das seguintes quantidades
(faixas de dosagem) : 10 E2-14, 10 E4-12, 10 E6-10, 10 E7-9,
preferivelmente 10 E8 CFU/g de ragdo (a designagdo “E”
significando expoente, ou seja, por exemplo, 10 E2-14
significa 10%-10%).

Para a determinaciio de mg de proteina de polipeptideo
por kg de racgdo, o polipeptideo é purificado da composigdo
de racgdo, e a dosagem em mg de proteina de polipeptideo por
kg de ragd3o é calculada, por exemplo, como descrito no
Exemplo 10 de WO-A-2006/099871. Os mesmos principios se
aplicam para a determinagcdo de mg de proteina de
polipeptideo em aditivos de ragdo.

A invencdo agqui descrita e reivindicada ndo deve ter
seu escopo limitado pelas modalidades especificas aqui
reveladas, ja4 que essas modalidades se destinam a ilustrar
varios aspectos da invencao. Quaisquer modalidades
equivalentes devem ser consideradas como incluidas dentro
do escopo desta invengdo. Na verdade, varias wmodificacgdes

da invencdo, além daquelas aqui mostradas e descritas,
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ficardo evidentes para aqueles habilitados na técnica a
partir da descrigdo apresentada anteriormente. Essas
modificagdes também devem ser consideradas como incluidas
dentro do escopo das reivindicag¢des em anexo. No caso de
conflito, a presente revelacgdo, incluindo suas definigdes,
deve prevalecer.

Exemplo 1: Cepas de Bacillus com genes Ll2-like, como
identificadas por PCR

Genes similares ao gene que codifica a proteina L12
(ID. DE SEQ. N°: 1) foram identificados em varias outras
cepas de Bacillus licheniformis por PCR. O DNA para uso
como modelo para a reagdo de PCR foi isolado de onze cepas
diferentes de Bacillus licheniformis desenvolvidas de um
dia para o outro av37°C em placas de &gar TY. Tubos de
inoculacdo com células de cada cepa foram suspensos em 0,1
ml de H,0 e fervidos por 10 mwin, centrifugados, e 5
microlitros de sobrenadante de cada foram usados como
modelo de DNA em reacdes de PCR, como descrito abaixo.

As reacgdes de PCR foram executadas em gldbulos "“Pure
TaqgTM Ready-To GoTM PCR Beads” de Amersham Biosciences: 5
microlitros de modelo de DNA + 2 x 1 microlitro de
iniciadores Pep48l (ID. DE SEQ. N°: 6) e Pep482 (ID. DE
SEQ. N°: 7) + 18 microlitros de HxO.

Programa de PCR: 1) 95°C por 3 min; 2) 95°C por 10
seg; 3) 65°C por 30 seg -1°C pr. ciclo; 4) 72°C por 1 min;
5) Ir para (2) 9 vezes; 6) 95°C por 10 seg; 7) 55°C por 30
seg; 8) 72°C por 1 min; 9) Ir para (6) 19 vezes; 10) 72°C
por 5 min; 11) 4°C sempre, o que significa que de acordo
com a etapa 10) a temperatura & reduzida para 4°C.

Iniciadores:
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Pep481 AATTACGCGTGTTGETGCGATAGTAGTAACG-3’ (ID. DE SEQ.
N°: 6)

Pep482 TTAAGAATTCGAATGAAAGAGGAGGAATG-3’ (ID. DE SEQ.
N°: 7) '

O fragmento de PCR de 0,4 kb resultante de cinco cepas
positivas (“positivo” significando que gera banda de DNA do
tamanho correto) foi purificado e usado em um experimento
de seqienciamento de DNA, usando novamente como iniciadores
de seqUiéncia os iniciadores Pep481 (ID. DE SEQ. N°: 6) e
Pep482 (ID. DE SEQ. N°: 7).

Trés das cinco cepas positivas geraram a mesma
seqUiéncia de DNA: Bacillus licheniformis ATCC 14580,
Bacillus licheniformis NCIMB 6346 (= DSM 8785) e Bacillus
licheniformis = cepa 712, resultando na seqiéncia de
aminodcidos do ID. DE SEQ. N°: 2. Em Bacillus licheniformis
cepa 470, mudangas de DNA resultaram em duas mudangas de
aminoécidos (ID. DE SEQ. N°: 9); no entanto, nenhuma no
peptideo maduro. Em Bacillus Jlicheniformis cepa 009, as
mudang¢as de DNA resultaram em quinze mudang¢as de
aminoacidos (ID. DE SEQ. N°: 8), das guais oito no peptideo
maduro. Além disso, uma sequiéncia de consenso (ID. DE SEQ.
N°: 10) foi derivada dos IDS. DE SEQ. N°®: 2, 8 e 9.

Observe gue, neste experimento, os nucleotideos dque
codificam os sete aminodcidos do terminal C do ID. DE SEQ.
N°: 2 est3o incluidos no iniciador Pep481 (ID. DE SEQ. N°:
6), e os sete residuos de aminocdcido do terminal C do ID.
DE SEQ. N°:. 8-9 podem, portantc, ndo ser corretos. No
entanto, a exatiddo dos IDS. DE SEQ. N°: 8-9 foi
confirmada posteriormente.

Uma cepa de Bacillus licheniformis que foi isolada do
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produto probidtico de racdo designado BioPlus™2B
(oferecido por Chr. Hansen A/S, 10-12 Boege Allé, DK-2970
Hoexrsholm, Dihamarca) foi incluida entre as onze cepas
testadas, mas fol negativa.

Além disso, 44 outras cepas de Bacillus licheniformis
foram testadas da forma descrita acima. Uma resposta de PCR
positiva foi encontrada em 27 dessas cepas. Exemplos de
cepas de Bacillus licheniformis adicionais‘ disponiveis
publicamente que foram constatadas positivas para L12
possuem os seguintes nimeros de depdsito: NCTC 1024, NCTC
1025, NCTC 2120, NCTC 7589, NCTC 9932, ATCC 21424, NCIMB
10689, ATCC 53757. NCTC & a “National Collection of Type
Cultures”. ATCC é a “American Type Culture Collection”.
NCIMB & a “National Collection of Industrial, Marine and
Food Bacteria”.

Exemplo 2: Ragdo animal e aditivo
Aditivo de rac¢do animal

Um aditivo de rag¢do animal & preparado por adigdo de
25 g de um granulado T revestido que compreende a proteina
L12 purificada em uma quantidade de 20 g/kg (preparada como
descrito no Exemplo 3 de EP 569468 Bl; no entanto,‘com um
revestimento de aproximadamente 7% de o6leo hidrogenado de
palma e aproximadamente 13% de CaCO;) a seguinte pré-
mistura (por quilo de pré-mistura) :

1.100.000 IE Vitamina A

300.000 IE Vitamina D3
4.000 IE Vitamina E
250 mg Vitamina B1
800 mg Vitamina B2

1.200 mg Ca-D-Pantotenato
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(Avatec)

500 mg Vitamina B6

2,5 mg Vitamina B1l2
5.000 mg Niacina

10.000 mg Vitamina C

300 mg Vitamina K3

15 mg Biotina

150 mg Acido félico
50.004 mg Cloreto de colina
6.000 mg Fe

3.000 mg Cu

5.400 mg n

8.000 mg Mn

124 mg I

60 mg Co

29,7 mg Se

9.000 mg Lasalocida sbédica
17,3% ‘ Ca

0,8% Mg

11,7%

Na

Rag¢do animal

Uma dieta para crescimento de frangos que possui a

composigdo (%, p/p) apresentada a
mistura dos ingredientes. Trigo,
disponiveis por  Moulin Moderne
Franca. Apds mistura, a ragao

temperatura desejada, por exemplo,
mm) .

Trigo

Centeio

Farelo de soja (SBM 48)

seguir é preparada por

centeio e SBM 48 sao

Hirsinque, Hirsingue,

& peletizada em  uma

cerca de 70°C (3 x 25
46,00
15,00

30,73
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Oleo de soja 4,90
DL-Metionina 0,04
DCP (fosfato dicalcico) 1,65
Calcéario ‘ 0,43
Sal 0,15
TiO, 0,10
Aditivo de racdo animal (acima) 1,00

A ragdo animal resultante compreende 5,0 mg de
proteina L12 purificada por kg (5 ppm).

Composigdes adicionais de ragdo animal e de aditivo de
ragdo sao preparadas da mesma forma; no entanto,
substituindo 25 g de granulado Ll12 CT revestido por kg da
pré-mistura com 107 unidades formadoras de coldnia (CFU),
preferivelmente na forma de endosporos, de Bacillus
licheniférmis ATCC 14580, o qﬁe resulta em uma rag¢gdo animal

com aproximadamente 10° CFU por g da composigdo de ragdo.
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<110>

<120>

<130>

<140>
<l1l41>

<160>

<170>

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

<220>
<221>
<222>

<220>
<221>
<222>

<400>

atg
Met

aca
Thr
-25

gga
Gly

tac
Tyxr

gcc
Ala

aca
Thxr
40

att
Ile

aac
Asn

aaa
Lys
-40

att
Ile

ggc
Gly

cag
Gln

999
Gly
25

gtg
Val

gat
Asp

tca
Ser
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381
DNA

Bacillus licheniformis ATCC 14580

CDS

(1) ..(378)

mat_peptide
(124) ..(378)

1
aat
Asn

aaa
Lys

gct
Ala

tac
Tyxr
10

ctce

Leu

caa
Gln

acyg
Thr

cct
Pro

cat
His

gcg
Ala

acg
Thr

cca
Pro

cgt
Arg

aag
Lys

gct
Ala

ggt
Gly
75

ttg
Leu

acg
Thx

gtg
Val
-5

tcg
Ser

tca
Ser

ctc
Leu

gcg
Ala
60

ctt
Leu

tat
Tyxr

cte
Leu
-20

cct
Pro

gaa
Glu

gag
Glu

atc
Ile
45

ggc

Gly

aag
Lys

gag
Glu
-35

gce

Ala

tca
Ser

ggt
Gly

tac
Tyxr

gat
Asp

cgc
Arg

ggt
Gly

1/7

LISTAGEM DE SEQUENCIAS

aaa
Liys

gtg
Val

ttt
Phe

ggt
Gly
15

aac

Asn

gga
Gly

tac
Tyr

cgt
Arg

aaa
Lys

ttg
Leu

gca
Ala
-1

aca
Thr

cac
His

aaa
Lys

tect
Ser

tac
Tyr
80

aag
Lys

aca
Thr

tgg
Trp

tgg
Trp

ccg
Pro

gtg
val

aat
Asn
65

tac
Tyxr

agg
Arg

atg
Met
~15

gtg
Val

agg
Axrg

aca
Thr

gat
Asp
50

gece
Ala

tat
Tyr

aaa
Lys
-30

tcec
Ser

aat
Asn

tat
Tyxr

aag
Lys
35

aaa

Lys

tat
TyY

cge
Arg

cct
Pro

atc
Ile

ccg
Pro

gga
Gly
20

gtc
Val

acyg
Thr

gtc
Val

acc
Thr

ttg
Leu

gct
Ala

ggt
Gly

tte
Phe

cac
His

aat
Asn

gga
Gly

aac
Asn
85

act
Thxr

ttg
Leu

tat
Tyx

gta
Vval

ggc
Gly

aga
Arg

gcc
Ala
70

taa

cgg
Arg

gtg
val
-10

cac
His

aac
Asn

tcg
Ser

agt
Ser
55

ata
Ile

48

%6

144

192

240

288

336

381



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

2/7

<210> 2
<211> 126
<212> PRT
<213> Bacillus licheniformis ATCC 14580
<400> 2
Met Lys Asn His Leu Tyr Glu Lys Lys Lys Arg
-40 -35
Thr Ile Lys Ala Thr Leu Ala Val Leu Thr Met
-25 -20 -15
Gly Gly Ala Thr Val Pro Ser Phe Ala Trp Val
-5 -1 1
Tyr Gln Tyr Pro Ser Glu Gly Gly Thr Trp Arg
10 15
Ala Gly Leu Arg Ser Glu Tyr Asn His Pro Thr
25 30
Thr Val Gln Lys Leu Ile Asp Gly Lys Val Asp
40 45 50
Ile Asp Thr Ala Ala Gly Arg Tyr Ser Asn Ala
60 65
Asn Ser Pro Gly Leu Lys Gly Arg Tyr Tyr Tyr
75 80
<210> 3
<211> 1581
<212> DNA
<213> Bacillus licheniformis
<220>
<221> CDS
<222> (601)..(978)
<400> 3
gaattttccg gaagctgaaa caccegtgat atatataacce
ggattgtgecg agttcctcecca cattcecggagt atttctgaat
gttctcactg gctaaccgga tcaaatgatce ttcaggagtce
ggtagataag atttgaattt ggtgacttgc ttttgttctt
atccaaactg gaaaaagcag gtcttttaac agattaggag

Lys Pro Leu

-30

Ser Ile Ala

Asn Pro Gly

Tyr Gly Phe

20

Lys Val His

35

Lys Thr Asn

Tyr Val Gly

Thr Asn

85

Arg

ataaattaaa
gatagagcca
agcataatac
cttctttcecat

gtttctgaca

Thr Arg

Val
-10

Leu
Tyr His
Val Asn
Ser

Gly

Ser
55

Axrg

Ala
70

Ile

cagcatagge
cacggtecac
atccagttca
tttectgacta

tgcaccattc

60

120

180

240

300
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ggtcactaac
gaggtgatca
acctcggatc
atgatcatgg

ggtgacaaac

atg
Met
1

aca
Thxr

gga
Gly

tac
Tyr

gce
Ala
65

aca
Thr

att
Ile

aac
Asn

taatcaaagg

aaa
Lys

att
Ile

gge
Gly

cag
Gln
50

999
Gly

gtg
Val

gat
Asp

tca
Ser

aat
Asn

aaa
Lys

gct
Ala
35

tac
TYyx

ctce
Leu

caa
Gln

acg
Thr

cct
Pro
115

cgaatgcagt
aaatgctagg
gagggttggt
caccgccaac
taacttatag

cat
His

ttg
Leu
5

acg
Thxr

gcg
Ala
20

gtg
Val

acg
. Thr

cca
Pro

teg
Ser

tca
Ser

cgt
Arg
70

ctc
Leu
85

aag
Lys

get
Ala
100

gceg
Ala

ctt
Leu

ggt
Gly

gaaaacggtt

aaaggacact
tgacagtatt
catggaggaa
gagggaaaaa

agtaaattta

3/7

gtggtgcttg
tegtegaagt
aaaattgatg
actcttccecg

ttagtcgaat

ccagecatta
ggacaagtcg
tctggtgaca

catcgacacg

gaaagaggag

tat gag
Tyr Glu Lys

ctc
Leu

cct
Pro

gaa
Glu

gag
Glu

atc
TIle

ggc
Gly

aag
Lys

aaa aaa

Lys

ttg
Leu
25

gtg
Val

gce
Ala

ttt
Phe
40

tca
Ser

gca
Ala

aca
Thx

ggt
Gly

ggt
Gly
55

tac
Tyx

aac
Asn

cac
His

gat
Asp

aaa
Lys

gga
Gly

tct
Ser
105

tac
Tyr

cgce
Arg

tac
Tyr

cgt
Arg
120

ggt
Gly

aag
Lys
10

aca
Thr

tgg
Txp

tag
Trp

cecg
Pro

gtg
Vval
90

aat

Asn

tac
Tyxr

agg
Arg

atg
Met

gtg
Val

agg
Arg

aca
Thxr
75

gat
Asp

gcc
Ala

tat
Tyr

gctgtcaacg gggctagcat

cct
Pro

aaa
Lys

atc
Ile

tcc
Ser

aat
Asn

ccg
Pro
45

tat
Tyr
60

gga
Gly

aag
Lys

gtec
Val

aaa
Lys

acg
Thr

tat
Tyr

gte
Val

acc
Thx
125

cgce
Arg

ttg
Leu

gct
Ala
30

ggt
Gly

tte
Phe

cac
His

aat
Asn

gga
Gly
110

aac
Asn

ggcaagacce

gggtattgag
tgaccaaatg
aagaggagtc
gtatgtgggc
gaatgaaata

act

Thr
15

cgg
Arg

ttg
Leu

gtg
Val

tat
Tyr

cac
His

gta
Val

aac
Asn

tcg
Ser
80

ggc
Gly

agt
Ser

aga
Arg
95

ata
Ile

gcc
Ala

agaaaagttc

tgggagatcc
cttcttgeac
ttattttcga
ttttaggttt
gggagcaatt
tttcataaac
atgcgccceccyg

tgectttceggt

cgctttgeat
ctgetgacgg
gagagttaaa
ggattaccgyg
taccagaagce
tctgagaatt
agtatttatt

gtactgccaa

aagcgtatta
caatcatccce
tctatattca
tcgagttage
acttaccgat
caataggggt
cttaaaattt

agcatctcca

tagtggatga
tatctatgaa
ttgtttttat
ttgtcttttce
tgatagtttt
aatacceccge
ttaaattaat

caaaagatag

cgcgggettt
atcgagattt
tttggtaagg
gcccecactacce
ttattccecggt
tttgaggggc
gtatctatat

tgcatatctg

gttgtttaca
cagcaggccg
acataccgga
gtgtcecgatgce
gattgcaaag
gcggcatttt
aaaaaggaga

caggaaaaaa

360

420

480

540

600

648

696

744

792

840

888

936

978

1038

1098

1158

1218

1278

1338

1398

1458

1518
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cataaaatgc aactaacatt tttttggaaa gcaataggtt tatttaattt tgtagtttta

tct

<210> 4

<211> 126

<212> PRT

<213> ' Bacillus licheniformis

<400> 4
Met Lys Asn His Leu Tyr Glu Lys Lys Lys Arg Lys Pro Leu Thr Arg

1 5 10 15

Thr Ile Lys Ala Thr Leu Ala Val Leu Thr Met Ser Ile Ala Leu Val
20 25 30

Gly Gly Ala Thr Val Pro Sexr Phe Ala Trp Val Asn Pro Gly Tyr Hig
35 40 45

Tyr Gln Tyr Pro Ser Glu Gly Gly Thr Trp Arg Tyr Gly Phe Val Asn
50 55 60

Ala Gly Leu Arg Ser Glu Tyr Asn His Pro Thr Lys Val His Gly Ser
65 70 75 8Q

Thr Val Gln Lys Leu Ile Asp Gly Lys Val Asp Lys Thr Asn Arg  Ser
85 S0 95

Ile Asp Thr Ala Ala Gly Arg Tyr Ser Asn Ala Tyr Val Gly Ala Ile
100 105 110

Asn Ser Pro Gly Leu Lys Gly Arg Tyr Tyr Tyr Arg Thr Asn
115 120 125

<210> 5

<211l> 15

<212> PRT

<213> Bacillus licheniformis ATCC 14580

<220>

<221> MISC_FEATURE

<223> N-terminal .

<400> 5

Trp Val Asn Pro Gly Tyr His Tyr Gln Tyr Pro Ser Glu Gly Gly
1 5 10 15

<210> 6

1578

1581
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<«211> 31
<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Iniciador Pep 481

<220>

<221> misc_feature

<223>

<400> 6

Iniciador

aattacgcgt gttggtgcga tagtagtaac g

<210> 7
<211> 29
<212> ' DNA

<213> Artificial

«220>

<223> Iniciador Pep 482

<220>

<221> misc_feature

<223> Iniciador

<400> 7

ttaagaattc gaatgaaaga ggaggaatg

<210> 8
<211> 125
<212> PRT

5/7

<213> Cepa de Bacillus licheniformis 009

(41) ..(125)

<220>

<221>  mat_peptide
<222>

<400> 8

Met Lys Asn
-40

Ile Lys Ala

Gly Ala Thr

Gln Tyxr Pro
10

Leu

Thxr

vVal

Ser

Leu

Phe

-20

Pro

Glu

Asn

-35

Ala

Ala

Gly

Lys

val

Phe

Gly
15

Lys

Leu

Ala

Thr

Lys

Thr

Trp

Trp

Arg Lys
-30

val Ser
-15

Val Asn

Arg Tyx

Pro Leu Thr

ITle Gly Leu

Pro Asp Tyr
5

Gly Phe Val
20

Arg

val

-10

His

Asn

Thxr

-25

Gly

TyYxY

Leu
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Gly Leu Arg

25

vVal

Asp

Sexr

Gln Lys

Thr Ala

Pro Gly
75

<210> 9
<211l> 126
<212> PRT

<213>

Cepa

<220>

<221>
<222>

<400> 9

Met

Thr

-25

Gly

Tyr

Ala

Thr

40

Ile

Asn

Lys Asn
-40

Ile Lys

Gly Ala

Gln Tyr

10

Gly Leu

25

val Gln

Asp Thr

Sexr Pro

<210> 10

Ser Glu Tyr

30

Leu Ile Asp

Pro
60

Leu

45

Gly

Lys

Arg

Gly

de Bacillus

Tyr

Ala

Thr

Pro

Arg

Lys

Ala

Gly
75

mat_peptide
(42)..(126)

Leu

Thr

val

-5

Ser

Ser

Leu

Ala

60

Leu

Tyr

Leu

-20

Pro

Glu

Glu

Ile

45

Gly

Lys

Asn

Gly

Tyxr

Arg

His

Lys

Ser

Tyxr

Pro

Val

Asn

65

Tyr

6/7

Lys

Glu

50

Ala

Tyx

Lys

35

Lys

TYyxY

Arg

licheniformis 470

Glu

-35

Ala

Ala

Gly

Tyxr

30

Asp

Axrg

Gly

Lys

Val

Phe

Gly

15

Asn

Gly

Tyr

Arg

Lys

Leu

Ala

-1

Thx

His

Lys

Ser

Tyx
80

Lys

Thr

Trp

Trp

Pro

Val

Asn

65

Tyr

Arg

Met

-15

Val

Arg

Thr

Asp

50

Ala

Tyr

Val

Thr

val

Thr

Lys

-30

Ser

Asn

Tyxr

Lys

Lys

Tyx

Arg

His Gly Ser Thr

40

Asn Arg Ser Leu

Gly

Asn
85

Pro

Ile

Pro

Gly

20

Val

Thr

Val

Thr

55

Val vVal Asn

70

Leu

Ala

Gly

Phe

His

Asn

Gly

Asn
85

Thr

Leu

Tyx

val

Gly

Arg

Ala
70

Axrg

vVal

-10

His

Asn

Ser

Ser

55

Ile
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<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<220>
<221>
<222>

<400>
Met Lys

-40

Thr TIle
-25

Gly Gly

Tyr Gln

Ala Gly
25

Thr val
40

Ile Asp

Asn Ser

126
PRT

Artificial

Consensus sequence

mat_peptide
(42)..(126)

10

Asn

Lys

Ala

Tyxr

10

Leu

Gln

Thr

Pro

His

Ala

Thr

Pro

Arg

Lys

Ala

Gly
75

Leu

Thr

Val

-5

Ser

Ser

Leu

Ala

60

Leu

TyxY

Leu

~-20

Pro

Glu

Glu

Tle

45

Gly

Lys

Glu

-35

Ala

Ala

Gly

Tyr

30

Asp

Arg

Gly

Lys

Val

Phe

Gly

Asn

Gly

Tyr

Arg

Lys

Leu

Ala

-1

Thr

His

Lys

Ser

Tyr
80

7/7

Lys

Thr

Trp

Trp

Pro

Val

Asn

65

Tyx

Arg

Met

-15

vVal

Arg

Thxy

Asp

50

Ala

Tyr

Lys

-30

Ser

Asn

Tyr

Lys

35

Lys

Tyxr

Arg

Pro

Ile

Pro

Gly

20

Val

Thr

Val

Thr

Leu

Ala

Gly

Phe

His

Asn

Gly

Asn
85

Thr

Leu

Tyxr

val

Gly

AXg

Ala
70

Arg

Val

-10

His

Asn

Ser

Ser

55

Ile
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REIVINDICAGOES

1. Uso de um polipeptideo isolado caracterizado por
ser selecionado do grupo que consiste em:

(a) um polipeptideo gue compreende uma segléncia de
aminodcidos que possui  um grau de identidade para os
aminodcidos 1-85 do ID. DE SEQ. N°: 2 de pelo menos 33%;

(b) um polipeptideo que & codificado por uma segiéncia
de &cidos nucléicos que hibridiza sob condigdes de baixo
rigor com:

(i) nucleotideos 124-378 do ID. DE SEQ. N°: 1,

(ii) uma subseqiéncia de (i) de pelo menos 100
nucleotideos, ou

(iii) uma fita complementar de (i) ou (ii);

(¢) uma variante do polipeptideo gque possui uma
geqUéncia de aminocdcidos dos aminodcidos 1-85 do ID. DE
SEQ. N°: 2 que compreende uma substituigdo, eliminacdo,
extensdo e/ou inserc¢do de um ou mais‘aminoécidos;

(d) uma variante alé&lica de (a) ou (b); e

(e) um fragmento de (a), (b), (¢) ou (d4d);

como ou para a preparagdo de um coccidiostatico e/ou
histomonostéatico.

2. Uso em rac¢do animal de uma cepa de Bacillus,

caracterizado pelo fato de que o DNA da referida cepa,

quando coletado e usado como modelo de DNA em uma reagdo de
PCR com os IDS. DE SEQ. N°®: 6 e 7 como iniciadores, leva a
geragdo de um fragmento de PCR de um tamanho de
aproximadamente 0,4 kb, como um coccidiostatico e/ou
histomonostatico.

3. Uso de coccidiostatico e/ou histomonostatico, de

acordo com a reivindicagdo 1 ou 2, caracterizado por ser em
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uma rag¢do animal.
4. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

1, 2 ou 3, caracterizado pelo fato de que o polipeptideo

isolado & <combinado com pelo mwmenos um acido graxo
poliinsaturado (PUFA), que possui atividade coccidiostatica
e/ou & ativo contra coccideos.

5. Uso de polipeptideo de acordo com a reivindicagdo
1, oﬁ de uma  cepa de acordo com a reivindicagdo 2,

caracterizado por ser na fabricagdo de uma ragdo animal ou

um aditivo de racgd3o para o tratamento ou profilaxia de
coccidiose e/ou histomoniase.
6. Composigdo de ragdo animal ou uma composigdo de

aditivo ou pré-mistura desta, caracterizada por compreender

um polipeptideo de acordo com a reivindicagdo 1 ou uma cepa
de Bacillus de acordo com a reivindicag¢do 2 como um
coccidiostatico e/ou histomonostatico.

7. Composicgdo, de acordo com a reivindicacgdo 6,

caracterizada por ainda compreender pelo menos um A&acido

graxo poliinsaturado (PUFA).
8. Composigdo de aditivo ou pré-mistura para uma

composigdo de ragdo animal, caracterizada por compreender

um polipeptideo de acordo com a reivindicag¢do 1 ou uma cepa
de Bacillus de acordo com a reivindicagdo 2 como um

coccidiostatico.




10

1/1

RESUMO
USO DE PEPTIDEOS COMO COCCIDIOSTATICOS E/OU
HITOMONOSTATICOS
A presente invengdo estad vrelacionada ao uso de
polipeptideos isolados como um coccidiostético e/ou como um
histomonostatico. Um exemplo de um polipeptideo da invengdo
€ a denominada proteina L12 de Bacillus licheniformis ATCC
14580. A invengdo ainda estd relacionada ao uso probidtico
de cepas de Bacillus, que produzem proteinas relacionadas a

Li2.
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