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Relatério Descritivo da Patente de Invengdo para "VACINAS
PARA REFORGAR REAGCOES IMUNES CONTRA EIMERIA".
REFERENCIA CRUZADA COM REQUERIMENTOS RELACIONADOS

Este requerimento reivindica prioridade para o Requerimento
Provisorio de Patente dos Estados Unidos N° de Série 60/984.612,

arquivado em 1° de novembro de 2007, o qual é incorporado aqui, a este

requerimento de patente, por meio de referéncia em sua totalidade.
DECLARAGAO REFERENTE A PESQUISA PATROCINADA
FEDERALMENTE

Nenhuma.
INTRODUGAO

Coccidiose, uma doenga infecciosa de aves domésticas, suino,
e gado vacum causada pelo parasita protozoario Apicomplexano Eimeria,
apresenta problemas mundialmente. A coccidiose esta entre as dez
principais doencgas infecciosas de aves domésticas em termos de seu
impacto econdmico sobre a industria de aves domésticas. Outros membros
da familia Apicomplexano também causa doenga, incluindo Plasmodium,
Cryptosporidium e Toxoplasma os quais sdo os agentes causadores de
malaria, criptosporidiose e toxoplasmose, respectivamente. As vacinas
atualmente disponiveis contra Eimeria se baseiam em baixa dosagem
controlada de parasitas Eimeria essencialmente totalmente virulentos
porém sensiveis a farmacos. Vacinagao com vacinas a base de Eimeria
atuais produz substancial morbidez em reagdao a vacina e perdas
econdmicas em rebanhos vacinados. Portanto € necessaria uma vacina de
baixa viruléncia eficaz contra Eimeria. Uma vacina eficaz para Eimeria
também pode se comprovar util como uma vacina contra outros parasitas
Apicomplexanos.
Sumario

E descrita uma vacina compreendendo uma primeira sequéncia
de polinucleotideos codificando um polipeptideo TRAP ou um fragmento
imunogénico do mesmo. O polipeptideo TRAP pode compreender SEQ ID
N°: 1, SEQ ID N°: 2, ou SEQ ID N° 3, ou um fragmento imunogénico das
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mesmas. As vacinas opcionalmente incluem adicionalmente uma segunda
sequéncia de polinucleotideos codificando um polipeptideo de CD154 capaz
de ligar CD40. Os polipeptideos de CD154 incluem menos de 50 aminoaci-
dos e compreendem aminoacidos 140-149, ou um homoélogo dos mesmos.

Vacinas de acordo com a presente invengdo podem ser com-
preendidas dentro de um vetor, tal como um virus, bactéria, ou lipossoma.
Em um aspecto, é proporcionada uma vacina compreendendo uma Salmo-
nella enteritidis compreendendo uma primeira sequéncia de polinucleotideos
codificando um polipeptideo TRAP.

Em ainda outro aspecto, a invengao inclui métodos de reforgar a
reagdo imune contra um parasita Apicomplexano em um individuo por admi-
nistracao de uma vacina de acordo com a presente invengao.

Em ainda um aspecto adicional, a invengao inclui métodos de
reduzir morbidez associada com infeccdo com um parasita Apicomplexano
em um individuo por administragdo de uma vacina de acordo com a presente
invencao.

Breve Descricao Dos Desenhos

A Figura 1 representa o esquema para making mutagdes sitio-
dirigidas em Salmonella enteritidis.

A Figura 2 representa o esquema de modelo do método de PCR
de extensao de sobreposi¢cdo usado para gerar as inser¢des TRAP e TRAP-
CD154 no loop 9 do polinucleotideo lamB.

A Figura 3 é um grafico de barras mostrando a percentagem de
mortalidade em cinco dias pés-infec¢gdo com Eimeria maxima depois de in-
oculagdo com um vetor de Salmonella expressando a sequéncia TRAP de
Eimeria indicada.

Descricdao Detalhada

Tecnologias de DNA recombinante possibilitam manipulagao re-
lativamente facil de muitas espécies bacterianas e virais. Algumas bactérias
e virus sdo moderadamente patogénicos ou nao-patogénicos, mas tém a
capacidade de gerar uma forte reagdo imune. Estas bactérias e virus produ-

zem vacinas atraentes para provocar uma reagao imune a antigenos. Vaci-
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nas bacterianas ou virais podem simular uma infecgao natural e produzir im-
unidade mucosa robusta e duradoura. Vacinas sao frequentemente relativa-
mente econdmicas de produzir e administrar. Além disso, os vetores referi-
dos podem frequentemente carregar mais de um antigeno e podem propor-
cionar protegao contra multiplos agentes infecciosos.

Em um aspecto, uma vacina compreendendo uma primeira se-
quéncia de polinucleotideos codificando um polipeptideo TRAP ou um frag-
mento imunogénico do mesmo é proporcionada. O polipeptideo TRAP pode
compreender SEQ ID N° 11 ou um fragmento imunogénico da SEQ ID N°:
11. Uma vacina inclui qualquer composicdo compreendendo um polinuc-
leotideo codificando um polipeptideo antigénico que €& capaz de provocar
uma reagao imune para o polipeptideo. Em outro aspecto, é revelado o uso
de vetores, tais como vetores bacterianos, para vacinagao e produgao de
reagoes imunes contra Eimeria ou outros parasitas Apicomplexanos tais co-
mo Plasmodium (o agente causador de malaria), Toxoplasma e Cryptospori-
dium. Cepas de Salmonella produzem vetores adequados porque genes
bacterianos podem ser mutados ou atenuados para criar bactérias com pa-
togénese baixa a ausente para o individuo infectado ou imunizado, ao mes-
mo tempo que mantendo a imunogenicidade.

Foi demonstrado que um antigeno de Eimeria maxima em
estagio assexual, de elevada massa molecular (EmTFP250) é um alvo para
anticorpos maternais produzidos por galinhas reprodutoras infectadas com
este parasita protozoario. A analise da sequéncia de aminoacidos do antige-
no revelou um novo membro da familia TRAP (proteina andnima relacionada
com trombospondina), contendo 16 repeticdes de trombospondina tipo-1 e
31 dominios de ligagao de calcio similares a fator de crescimento epidermal.
EmTFP250 ou TRAP também contém duas regides hidrofilicas de complexo
inferior, ricas em residuos acido glutamico e glicina, € um dominio trans-
membrana/cauda citosélica associados com motilidade de deslizamento de
parasita que é altamente conservada dentro de proteinas do micronema api-
complexano. Varios epitopos potenciais foram selecionados e séo identifica-

dos em SEQ ID N°: 1-3 e 11. Devido a natureza conservada deste antigeno,
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a expressao destes epitopos por um vetor pode induzir imunidade protetora
contra multiplos parasitas Apicomplexanos.

Salmonella pode proporcionar um vetor util porque pode sobre-
viver ao trato gastrointestinal do hospedeiro e dar origem a uma reagao im-
une da mucosa. Vacinas orais usando um vetor de Sa/monella produzem
uma robusta reagao imune da mucosa e sao relativamente faceis de admini-
strar tanto a animais quanto a humanos. No entanto, muitas das cepas de
vacina de Salmonella atuais ndao sado tao eficazes para gerar uma forte
reagao imune protetora comparadas com seus complementos mais virulen-
tos. Cepas virulentas proporcionam uma forte reagdo imune mas também
podem causar importante morbidez para o individuo vacinado. Uma cepa de
Salmonella que pode ser usada para vacinagdo mucosa eficaz, por exemplo,
oral, proporcionaria um vetor que pode ser usado para vacinar prontamente
um individuo contra um ou mais agentes patogénicos, tais como parasitas
Apicomplexanos.

Uma cepa de Salmonella enteritidis Gtil como um vetor, e varios
vetores recombinantes produzidos usando esta cepa, are described. Especi-
ficamente, uma Salmonella enteritidis 13A (SE13A) capaz de expressar um
polipeptideo TRAP exdgeno é proporcionada. Além disso, sao revelados
uma vacina e métodos de reforcar uma reagao imune em um individuo por
administragdo de a vacina compreendendo uma sequéncia de polinuc-
leotideos TRAP codificando um polipeptideo TRAP e uma sequéncia de po-
linucleotideos CD154 codificando um polipeptideo de CD154 ou um homolo-
go do mesmo que é capaz de ligar a CD40. As vacinas podem ser usadas
para reforgar uma reagdo imune contra Eimeria ou outro parasita Apicom-
plexano, tal como Plasmodium, Toxoplasma ou Cryptosporidium, ou podem
ser usadas para reduzir a morbidez associada com uma infeccdo causada
por um parasita Apicomplexano.

Um isolado selvagem de Salmonella, Salmonella enteritidis 13A
(SE13A) (depositado junto a American Type Culture Collection (ATCC) em
13 de setembro de 2006, numero de depodsito PTA-7871), foi selecionado

com base em sua capacidade incomum para causar colonizagdo da mucosa




10

15

20

25

30

e translocagao sub-mucosa em frangos, permitindo robusta apresentagao de
antigenos associadois ou epitopos em frangos comerciais. De modo impor-
tante, este isolado de Salmonella selvagem nao causa doenga clinicamente
detectavel ou perda de performance em frangos comerciais, indicando pouco
pontencial de causar doenga da Salmonella selvagem em animais vertebra-
dos.

O isolado SE13A pode ser adicionalmetne atenuado inativando
no minimo um gene necessario para replicagao sustentada das bactérias fo-
ra de condigées de laboratorio ou de fabricagdo. Cepas de Salmonella ate-
nuadas ou variantes que podem ser usadas como vetores sao descritas ab-
aixo. SE13A foi usado para gerar cepas de Salmonella atenuadas para de-
senvolver vacinas e gerar reagées imunes reforgadas. SE13A é invasivo,
nao-patogénico para aves domésticas e nao causa morbidez mensuravel.
Estas caracteristicas resultam em uma reagao imune reforgada comparados
com vetores bacterianos nao-invasivos. A atenuagao de SE13A por mutagao
de genes que limitam a capacidade da bactéria para disseminar pode au-
mentar a seguranga da vacina. Cepas SE13A com mutagdes em aroA ou
htrA conservam a capacidade para gerar uma reagao imune, mas tém repli-
cacgao limitada no hospedeiro. Destre modo, a atenuagao aumenta a segu-
ranga do vetor sem comprometer a imunogenicidade.

Podem ser feitas mutagdes em uma variedade de outros genes
de Salmonella incluindo, mas nao limitados a, cya, crp, asd, cdt, phoP,
phoQ, ompR, proteinas de membrana externa, dam, htrA ou outros genes
relacionados com stress, aro, pur e gua. Conforme mostrado nos Exemplos,
foi visto que mutagdes em aroA e htrA atenuaam SE13A. Os genes aro sao
enzimas envolvidas no caminho da biossintese de shikimato ou no caminho
da aromatase e mutantes aro sdo auxotréficos para os aminoacidos aromati-
cos triptofano, tirosina e fenilalanina. htrA é um gene de reagao de stress
que codifica uma protease periplasmica que degrada proteinas aberrantes.
Mutantes em htrA também sao atenuados e apresentam sensibilidade au-
mentada a peroxido de hidrogénio.

As mutacdes em aroA e htrA descritas nos Exemplos sao mu-




10

15

20

25

30

tagoes de eliminagao, mas as mutagdes podem ser feitas em uma variedade
de modos. Convenientemente, as mutagées sdo mutagdes nao-reversiveis
que nao podem ser reparadas em uma Unica etapa. Mutagbes adequadas
incluem eliminagdes, inversdes, insergdes e substituicbes. Um vetor pode
incluir mais de uma mutagéo, por exemplo, um vetor pode conter mutagdes
tanto em aroA quanto em hirA. Métodos de produzir similares mutagées sao
de conhecimento geral na técnica.

Polinucleotideos codificando antigenos de polipeptideo TRAP e
outros antigenos de qualquer numero de organismos patogénicos podem ser
inseridos no vetor (por exemplo, SE13A) e expressados pelas bactérias. A
expressdo destes polinucleotideos pelo vetor permitira produgao de poli-
peptideos antigénicos depois de imunizagdo do individuo. Os polinuc-
leotideos podem ser inseridos no cromossomo das bactérias ou codificados
sobre plasmideos ou outro DNA extracromossémico. Os versados na técnica
reconhecerdo que existem numerosas metodologias para obter expressao
de polinucleotideos em vetores tais como Salmonella. Os polinucleotideos
podem ser operavelmente conectados a um promotor (por exemplo, um
promotor constitutivo, um promotor indutivel, e etc.) por meio de métodos de
conhecimento daqueles versados na técnica. Convenientemente, polinuc-
leotideos codificando antigenos TRAP séo inseridos em um polinucleotideo
bacteriano que é expressado. Convenientemente, o polinucleotideo bacte-
riano codifica uma proteina transmembrana, e o polinucleotideo codificando
o antigeno TRAP é inserido na sequéncia de polinucleotideos bacterianos
para permitir expressao do antigeno TRAP sobre a superficie das bactérias.
Por exemplo, o polinucleotideo codificando TRAP pode ser inserido in frame
(dentro da estrutura) dentro do polinucleotideo bacteriano em uma regiao
codificando uma regido de loop externo de uma proteina transmembrana de
tal modo que a sequéncia de polinucleotideos bacterianos permanece in
frame. Vide o Exemplo 1.

Alternativamente, o primeiro polinucleotideo codificando antige-
no TRAP pode ser inserido em um polinucleotideo codificando um poli-

peptideo secretado. Os versados na técnica reconhecerao que o polinuc-
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leotideo codificando o antigeno TRAP pode ser inserido em uma ampla va-
riedade de polinucleotideos bacterianos para proporcionar expressao e
apresentagao do antigeno TRAP as células imunes de um individuo tratado
com a vacina. Nos Exemplos, um primeiro polinucleotideo codificando o po-
lipeptideo TRAP foi inserido no loop 9 do gene /lamB de SE13A. O polinuc-
leotideo codificando o antigeno TRAP pode ser incluido em uma Unica copia
ou mais de uma copia. Também pode ser gerado um vetor bacteriano con-
tendo multiplas copias do antigeno TRAP inserido no loop 9 de lamB. Alter-
nativamente, multiplas cépias de um epitopo podem ser inseridas dentro do
vetor bacteriano em mais de uma localizagao.

Convenientemente o primeiro polinucleotideo codifica uma
por¢do do polipeptideo TRAP ou todo o polipeptideo TRAP. O polinuc-
leotideo pode ser inserido no vetor. Nos Exemplos, trés polipeptideos (SEQ
ID N°: 1-3) foram incorporados em SE13A. Convenientemente, a por¢ao do
polipeptideo TRAP inserido no vetor &€ um fragmento imunogénico. Um frag-
mento imunogénico € um peptideo ou polipeptideo capaz de provocar uma
reagdo imune celular ou humoral. Convenientemente, um fragmento im-
unogénico de TRAP pode ser 6 ou mais aminoacidos consecutivos, 10 ou
mais aminoacidos, 15 ou mais aminoacidos ou 20 ou mais aminoacidos da
sequéncia de proteina de extensao plena.

Outros epitopos adequados para inclusdo em uma vacina tendo
TRAP compreendido dentro de um vetor incluem, mas nao estao limitados a,
polinucleotideos codificando outros polipeptideos relacionados com Eimeria.
Uma pessoa versada na técnica reconhecera que uma variedade de se-
quéncias podem ser usadas em combinagao com qualquer outro antigeno e
também podem ser usadas em combinagdao com polipeptideos codificando
peptideos imuno estimuladores tais como um polipeptideo de CD154.

Conforme descrito em mais detalhes abaixo, uma vacina incluin-
do um vetor pode incluir um polipeptideo de CD154 que é capaz de ligar
CD40 no individuo e estimular o individuo a responder ao vetor e seu
antigeno associado. O envolvimento de células dendriticas (DCs) é essen-

cial para a iniciagdo de uma poderosa reagdo imune uma vez que elas pos-
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suem a capacidade unica de ativar células T naive (N.T.: ndo estimuladas
previamente), provocando expansao de células T e diferenciagdo em células
efetoras. E o papel das células dendriticas, a qual € uma célula apresentan-
do antigeno (APC) encontrada em virtualmente todos os tecidos do corpo,
capturar antigenos, transportas os mesmos para tecido linfoide associadp, e
em seguida apresentar os mesmos a células T naive. Na ativagao por célu-
las dendriticas, células T expandem, diferenciam em células efetoras, deix-
am os érgaos imunes secundarios, e penetram nos tecidos periféricos. Célu-
las T citotdxicas ativadas (CTLs) tém a capacidade de destruir células infec-
tadas por virus, células tumorais ou ainda APCs infectadas com parasitas
intracelulares (por exemplo, Salmonella) e foi demonstrado que sao cruciais
na protecao contra viral infecgao. CD40 € um membro da familia de molécu-
las receptoras de TNF e é expressado em uma variedade de tipos celulares,
incluindo células apresentando antigenos profissionais (APCs), tais como
células dendriticas e células B. A interagao de CD40 com seu ligante CD154
€& extremamente importante e estimuiadora tanto para imunidade humoral
quanto celular. A estimulagao de células dendriticas através de CD40, ex-
pressado sobre a superficie de células dendriticas, pode ser simulada por
anticorpos anti-CD40. No entanto, no corpo, isto ocorre por interagao com o
ligante natural para CD40 (isto €, CD154) expressado sobre a superficie de
células T ativadas. De modo interessante, foram identificadas as regides de
ligagao CD40 de CD154. A regido de ligagao CD40 de CD154 pode ser ex-
pressada sobre a superficie de um vetor, tal como um vetor de Salmonella, e
resulta em uma reagao imune reforgada contra uma sequéncia de peptideo
co-apresentada.

Conforme descrito acima, polinucleotideos codificando poli-
peptideos de CD154 podem ser inseridos no cromossomo do vetor ou man-
tidos extracromossomicamente. Um polipeptideo de CD154 pode ser uma
porcao da proteina de extensao total CD154 ou toda a proteina CD154.
Convenientemente, o polipeptideo de CD154 é capaz de ligar CD40. Uma
pessoa versada na técnica reconhecera que estes polinucleotideos podem

ser inseridos in frame em uma variedade de polinucleotideos e expressados
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em diferentes partes do vetor ou podem ser secretados. O polinucleotideo
codificando um polipeptideo de CD154 capaz de reforgar a reagdo imune a
TRAP também pode codificar o antigeno TRAP. O polinucleotideo codifican-
do um polipeptideo de CD154 pode ser encadeado ao polinucleotideo codifi-
cando o antigeno TRAP, de tal modo que no vetor, o polipeptideo de CD154
e o antigeno TRAP estao presentes sobre 0 mesmo polipeptideo. Nos Ex-
emplos, um polinucleotideo codificando um polipeptideo de CD154 que €&
capaz de ligar a CD40 também codifica o antigeno TRAP. Vide as SEQ ID
NOS: 1, 2, 3 e 11 na listagem de sequéncias anexada. Nos Exemplos, os
polinucleotideos (SEQ ID N°: 13-15) codificando o antigeno TRAP e o poli-
nucleotideo codificando o polipeptideo de CD154 sao ambos inseridos no
loop 9 do gene lamB. Os versados na técnica reconhecerao que bacterianos
polinucleotideos codificando outras proteinas transmembranas e outros
loops do gene lamB também podem ser usados.

Conforme discutido acima, um polinucleotideo CD154 codifican-
do um polipeptideo de CD154 que é capaz de reforcar a reacao imune ao
antigeno pode ser incluido na vacina. Convenientemente, o polipeptideo de
CD154 tem menos de 50 aminoacidos de extensdo, mais convenientemente
menos de 40, menos de 30 ou menos de 20 aminoacidos de extensdo. O
polipeptideo pode ter entre 10 e 15 aminoacidos, entre 10 e 20 aminoacidos
ou entre 10 e 25 aminoacidos de extensao. A sequéncia CD154 e a regiao
de ligagao CD40 nao sao altamente conservadas entre as varias espécies.
As sequéncias CD154 de frango e humana sao proporcionadas nas SEQ ID
N°: 10 e SEQ ID N°: 4, respectivamente.

As regides de ligagdo CD40 de CD154 foram determinadas para
uma série de espécies, incluindo humana, frango, pato, camundongo e gado
vacum e sao apresentadas nas SEQ ID N°: 5, SEQ ID N°: 6, SEQ ID N°: 7,
SEQ ID N°: 8, e SEQ ID N°: 9, respectivamente. Embora haja variabilidade
nas sequéncias na regido de ligagdo entre espécies, o polipeptideo de
CD154 humano foi capaz de reforgar a reagédo imune em frangos. Portanto,
pode-se praticar a invengao usando polipeptideos de CD154 espécie es-

pecificos ou um polipeptideo CD 154 heterdlogo.
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Nos Exemplos, foram geradas varias bactérias recombinantes
SE13A. Em cada uma das cepas SE13A contendo ambos os polinuc-
leotideos TRAP e CD154, o polipeptideo TRAP e o polipeptideo de CD154
foram codificados sobre o mesmo polinucleotideo e estavam in frame um
com o outro e com o polinucleotideo lamB de Salmonella no qual foram inse-
ridos. Em modalidades alternativas, o polipeptideo de CD154 e o poli-
peptideo TRAP podem ser codificados por polinucleotideos distintos. SE13A
aroA htrA TRAP contém uma eliminagao em aroA e htrA e codifica tanto o
TRAP epitopo (SEQ ID N° 1-3) quanto opcionalmente o polipeptideo de
CD154 (SEQ ID N°: 4) inserido no loop 9 de lamB.

Também sao proporcionadas composi¢gées compreendendo uma
cepa de Salmonella atenuada e um veiculo farmaceuticamente aceitavel.
Um veiculo farmaceuticamente aceitavel é qualquer veiculo adequado para
administragao in vivo. Exemplos de veiculos farmaceuticamente aceitaveis
adequados para uso na composi¢cao incluem, mas nao estao limitados a,
agua, solugdes tamponadas, solugoes de glicose ou fluidos de culturas bac-
terianas. Componentes adicionais das composi¢des podem incluir conve-
nientemente, por exemplo, excipientes tais como estabilizantes, conser-
vantes, diluentes, emulsificantes e lubrificantes. Exemplos de veiculos ou
diluentes farmaceuticamente aceitaveis incluem estabilizantes tais como
carboidratos (por exemplo, sorbitol, manitol, amido, sacarose, glucose, dex-
tran), proteinas tais como albumina ou caseina, agentes contendo proteina
tais como soro bovino ou leite desnatado e tampdes (por exemplo, tampao
de fosfato). Especialmente quanto os estabilizantes referidos séao adiciona-
dos as composig¢oes, a composi¢do € adequada para secagem por conge-
lamento ou secagem por pulverizagao.

Também sao proporcionados métodos de reforgar reagdes im-
unes em um individuo por administragao de uma vacina contendo um poli-
peptideo TRAP e um polipeptideo de CD154 capaz de ligar a CD40 e ativar
CD40. A vacina compreendendo o polinucleotideo codificando um poli-
peptideo de CD154 capaz de ligar a CD40 é administrada a um individuo em

uma quantidade eficaz para reforgar a reagao imune do individuo a vacina.
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Convenientemente, a vacina contém um polinucleotideo codificando um po-
lipeptideo incluindo aminoacidos 140-149 do polipeptideo de CD154 humano
(SEQ ID N°: 4) ou um homoélogo do mesmo. Portanto, pode ser usado um
homélogo de aminoacido 140-149 derivado de uma espécie para estimular
uma reagao imune em uma espécie distinta.

Varios polipeptideos adequados sao identificados aqui, neste re-
querimento de patente. Convenientemente, o polinucleotideo codifica um po-
lipeptideo de CD154 da mesma espécie que o individuo. Convenientemente,
um polinucleotideo codificando o polipeptideo de SEQ ID N°: 5 é usado em
individuos humanos, um polinucleotideo codificando o polipeptideo de SEQ
ID N°: 6 é usado em frangos, um polinucleotideo codificando o polipeptideo
de SEQ ID N°: 7 é usado em patos, um polinucleotideo codificando o poli-
peptideo de SEQ ID N°: 8 é usado em camundongos, € um polinucleotideo
codificando o polipeptideo de SEQ ID N° 9 é usado em vacas. Nos Exem-
plos, o polipeptideo de CD154 humano (SEQ ID N°: 5) foi usado em uma va-
cina de frango e foi demonstrado que reforga a reagao imune a um antigeno
estranho. Portanto outras combinagdes heterélogas de polipeptideos de
CD154 e individuos podem ser uteis nos métodos da invengdo. O poli-
peptideo de CD154 pode ser usado para reforgar a reagdo imune no in-
dividuo a qualquer antigeno estranho ou polipeptideo antigénico presente na
vacina em adigao ao polipeptideo TRAP. Uma pessoa versada na técnica
reconhecera que o polipeptideo de CD154 pode ser usado para reforgar a
reagao imune a mais de um polipeptideo antigénico presente em uma vaci-
na.

O polipeptideo de CD154 estimula uma reagdo imune no minimo
em parte por ligagdo a seu receptor, CD40. Os Exemplos usaram um poli-
peptideo homologo ao polipeptideo de CD154 o qual € expressado sobre
células imunes do individuo e o qual é capaz de ligar ao receptor de CD40
sobre macrofagos e outras células apresentando antigeno. A ligagao deste
complexo ligante-receptor estimula macréfago (e células da linhagem de
macrofagos tais como células dendritica\s) reforgando fagocitose e apresen-

tagdo de antigeno ao mesmo tempo que aumentando secregdes de citocinas
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conhecidas por ativar outras células imunes locais (tais como linfécitos B).
Deste modo, moléculas associadas com o peptideo CD154 sao preferen-
cialmente dirigidas para reagao imune e produgao de anticorpos expandida.

Vetores potenciais para uso nos métodos incluem, mas nao
estdo limitados a, Salmonella (Salmonella enteritidis), Shigella, Escherichia
(E. coli), Yersinia, Bordetella, Lactococcus, Lactobacillus, Bacillus, Strepto-
coccus, Vibrio (Vibrio cholerae), Listeria, adenovirus, poxvirus, herpesvirus,
alfavirus, e virus adeno-associado.

Além disso, sao revelados métodos de reforcar uma reagao im-
une contra um parasita Apicomplexano e métodos de reduzir morbidez as-
sociada com infecgao subsequente com um parasita Apicomplexano. Em re-
sumo, os métodos compreendem administrar a um individuo uma vacina
compreendendo uma primeira sequéncia de polinucleotideos codificando um
polipeptideo TRAP em uma quantidade eficaz. Os polipeptideos TRAP po-
dem incluir SEQ ID N°: 1-3 e 11. A insergdo dos polipeptideos TRAP no ve-
tor pode ser realizada em uma variedade de modo de conhecimento da-
queles versados na técnica, incluindo mas nao limitados ao sistema de mu-
tacOes sitio-dirigidas sem cicatriz descrito em BMC Biotechnol. 2007 Sept,
17: 7(1): 59, "Scarless and Site-directed Mutagenesis in Salmonella enteriti-
dis chromosome”, o qual € incorporado aqui, a este requerimento de patente,
por meio de referéncia em sua totalidade. O vetor também pode ser produzi-
do para expressar os polipeptideos TRAP em combinagdo com outros poli-
peptideos capazes de reforgar a reagao imune conforme discutido acima, tal
como na SEQ ID N° 4 e SEQ ID N°: 10. Em particular, um polipeptideo de
CD154 capaz de ligar CD40 pode ser expressado pelo vetor para reforgar a
reacao imune do individuo ao polipeptideo TRAP. Opcionalmente, o vetor &
uma bactéria, tal como Salmonella enteritidis.

A dosagem Util da vacina a ser administrada variara dependendo
da idade, peso e espécie do individuo, do modo e via de administragao e do
tipo de patégeno contra o qual se busca uma reagao imune. A composigao
pode ser administrada em qualquer dose suficiente para provocar uma

reacao imune. Para vacinas bacterianas, é previsto que sdo adequadas dos-
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es variando de 10° a 10'° bactérias, de 10* a 10° bactérias, ou de 10° a 10’
bactérias. A composi¢cao pode ser administrada somente uma vez ou pode
ser administrada duas ou mais vezes para aumentar a reagao imune. Por
exemplo, a composig¢ao pode ser administrada duas ou mais vezes separa-
das por uma semana, duas semanas, ou por trés ou mais semanas. As
bactérias s&o convenientemente viaveis antes da administragdo, mas em al-
gumas modalidades as bactérias podem ser mortas antes da administragao.
Em algumas modalidades, as bactérias podem ser capazes de replicar no
individuo, ao passo que em outras as bactérias podem nao ser capazes de
replicar no individuo.

Para administragdo a animais ou humanos, as composi¢des po-
dem ser administradas por uma variedade de meios incluindo, mas nao limi-
tados a, por via intranasal, por via mucosa, por pulverizagao, por via in-
tradérmica, por via parenteral, por via subcutanea, por via oral, por aerosol
ou por via intramuscular. Sao adicionalmente adequadas administracao de
gotas oculares ou adigao a agua potavel ou alimento. Para frangos, as com-
posi¢cdes podem ser administradas in ovo.

Algumas modalidades da inveng¢ao proporcionam métodos de re-
forcar reagdes imunes em um individuo. Individuos adequados podem in-
cluir, mas nao estao limitados a, vertebrados, convenientemente mamiferos,
convenientemente um humano, e aves, convenientemente aves domeésticas
tais como frangos. Também podem ser usados outros modelos animais de
infecgao. O reforgo de uma reagao imune inclui, mas nao esta limitado a, in-
duzir um efeito terapéutico ou profilatico que € mediado pelo sistema imune
do individuo. Especificamente, o reforco de uma reagao imune pode incluir,
mas nao esta limitado a, reforgo da produgao de anticorpos, reforgo da troca
de classes de cadeias pesadas de anticorpos, maturagdo de células apre-
sentando antigeno, estimulagao de células T auxiliares, estimulagéo de célu-
las T citoliticas ou indugdo de memoria de células T e B.

E previsto que varios epitopos ou antigenos do mesmo ou de di-
ferentes patogenos podem ser administrados em combinagao em uma unica

vacina para gerar uma reagao imune reforcada contra multiplos antigenos.
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Vacinas recombinantes podem codificar antigenos de multiplos micro-
organismos patogénicos, virus ou antigenos associados a tumor. A admini-
stragdo de vacina capaz de expressar multiplos antigenos tem a vantagem
de induzir imunidade contra duas ou mais doengas ao mesmo tempo. Por
exemplo, bactérias vivas atenuadas, tais como Salmonella enteritidis 13A,
proporcionam um vetor adequado para provocar uma reagao imune contra
multiplos antigenos.

Vacinas bacterianas podem ser construidas usando polinuc-
leotideos exdégenos codificando antigenos os quais podem ser inseridos no
genoma bacteriano em qualquer sitio nao -essencial ou alternativamente po-
dem ser carregados sobre um plasmideo usando métodos de conhecimento
geral na técnica. Um sitio adequado para inser¢ao de polinucleotideos é
dentro de porgdes externas de proteinas transmembranas ou acoplado a se-
quéncias que tém por alfo o polinucleotideo exégeno para caminhos secre-
tores. Um exemplo de uma proteina transmembrana adequada para in-
sercao de polinucleotideos é o gene lamB. Nos Exemplos, polinucleotideos
TRAP e CD154 foram inseridos no loop 9 da sequéncia lamB.

Polinucleotideos exdgenos incluem, mas nao estao limitados a,
polinucleotideos codificando antigenos selecionados entre micro-organismos
ou virus patogénicos e incluem polinucleotideos que sdo expressados em
um modo tal que é gerada uma reagao imune eficaz. Os polinucleotideos re-
feridos podem ser derivados de virus patogénicos tais como influenza (por
exemplo, M2e, hemaglutinina, ou neuraminidase), herpesvirus (por exemplo,
os genes codificando as proteinas estruturais de herpesvirus), retrovirus (por
exemplo, a proteina de envelope gp160), adenovirus, paramixovirus, coro-
navirus e similares. Polinucleotideos exégenos também podem ser obtidos
de bactérias patogénicas, por exemplo, genes codificando proteinas bacte-
rianas tais como toxinas, e proteinas da membrana externa. Além disso, po-
linucleotideos exdégenos de parasitas, tais como outros parasitas Apicom-
plexanos sdo candidatos atraentes para uso de uma vacina de vetor.

Polinucleotideos codificando polipeptideos envolvidos em dispa-

rar o sistema imune também podem ser incluidos em um vetor, tal como
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uma vacina de Salmonella viva atenuada. Os polinucleotideos podem codifi-
car moléculas do sistema imune conhecidas por seus efeitos estimulatérios,
tais como uma interleuquina, Fator de Necrose Tumoral, um interferon, ou
outro polinucleotideo envolvido em imuno-regulagao. A vacina também pode
incluir polinucleotideos codificando peptideos conhecidos para estimular
uma reagao imune, tal como o polipeptideo de CD154 descrito aqui, neste
requerimento de patente.

Os exemplos que se seguem sdo pretendidos somente para se-
rem ilustrativos e ndo sao pretendidos como limitagdes sobre o dmbito da
invengao ou das reivindicagées anexadas.

EXEMPLOS
Exemplo 1. Construcéo de insertos TRAP e TRAP/CD154.

Cepas e Condicoes de Cultura

Todos os plasmideos foram primeiro mantidos em células de E.
coli TOP10 (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) a menos que descrito de modo
diverso. Salmonella enteritidis 13A foi usada para introducao de mutagdes.
Salmonella enteritidis cepa 13A foi um isolado de campo disponivel de US-
DA/APHIS/NVSL e depositado junto a ATCC como niumero de depésito PTA-
7871. Bactérias carregando plasmideo pKD46 foram cultivadas a 30°C. Out-
ras bactérias foram cultivadas a 37°C. Cura de plasmideo foi conduzida a
37°C.

Meio Luria-Bertani (LB) foi usado para crescimento de células de
rotina, e meio SOC (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) foi usado para ex-
pressao fenotipica depois de eletroporagdo. Quando apropriado, os se-
guintes antibiticos foram adicionados ao meio: ampicilina (Amp) a
100ug/ml, canamicina (Km) a 50ug/ml, e cloranfenicol (Cm) a 25ug/ml.
Plasmideos

Plasmideos pKD46, pKD13, e pBC-I-Scel foram descritos pre-
viamente (Datsenko e Wanner, PNAS 2000, 97:6640-6645 e Kang et al., J
Bacteriol 2004, 186: 4921-4930, dos quais ambos sdo incorporados aqui, a
este requerimento de patente, por meio de referéncia em suas totalidades).

O plasmideo pKD46 codifica enzimas Red recombinase as quais mediam
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recombinagdo homologa de DNA linear entrante com DNA cromossémico.
Este plasmideo também contém o gene de resisténcia a Ampicilina e é
sensivel a temperatura de modo que requer 30°C para manutengao na célu-
la. O plasmideo pKD13 serviu como um modelo para amplificagdo do gene
de resisténcia a canamicina (Km') usado em PCR de sobreposi¢gdo. O
plasmideo pBC-I-Scel, o qual € mantido na calula a 37°C, produz a enzima |-
Scel, a qual cliva a sequéncia de reconhecimento rara seguinte de 18 pares
de bases: 5-TAGGGATAACAGGGTAAT-3' (SEQ ID N° 16). O plasmideo
pBC-I-Scel também contém o gene de resisténcia a cloranfenicol (Cm').
PCR

Todos os iniciadores usados para PCR sao listados na Tabela 1.
Tipicamente, PCR foi realizado usando aproximadamente 0,1 pg de
plasmideo gendémico purificado ou DNA gerado por PCR (Qiagen, Valencia,
CA, EUA), 1x tampao de Pfu polimerase clonado, 5U Pfu polimerase (Stra-
tagene La Jolla, CA, EUA), 1 mM de dNTPs (GE Healthcare Bio-Sciences
Corp., Piscataway, NJ), e 1,2 uM de cada iniciador em um volume total de 50
uL. O mecanismo ciclador térmico de DNA (DNA engine thermal cycler Bio-
Rad, Hercules, CA, EUA) foi usado com as seguintes condigdes de amplifi-
cagao: 94°C por 2 minutos; 30 ciclos de 94°C seg por 30 seg, 58°C por 60
seg, 72°C por 90 seg por 1 kb; e 72°C por 10 minutes por extensao final.
Cada produto de PCR foi purificado por gel (Qiagen, Valencia, CA, EUA) e
ou elutriado em 25 uL de tampao EB para preparagdo de modelos usados
em PCR de extensao de sobreposigdao ou em 50 pL de tampao EB, etanol
precipitado e suspendido em 5 ulL de ddH;O para eletroporagédo em S. ente-

ritidis.
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Tabela 1. Sequéncias de iniciadores

1
% Regido amplifi- ]
i Iniciador Sequéncia de iniciadores
| cada |
‘ \S'TGTACAAGTGGACGCCAATC 3" (SEQ ID Ne
* lam-up-f
@ 17)

loop 9 up
‘ 5'GTTATCGCCGTCTTTGATATAGCC 3' (SEQ ID
! lam-up-r
| N°: 18)
; lam-dn-f S5ATTTCCCGTTATGCCGCAGC 3' (SEQ ID N°: 19)
3 loop 9 dn 5'GTTAAACAGAGGGCGACGAG 3' (SEQ ID N@:
i lam-dn-r
o | 20) .

5'GCTATATCAAAGACGGCGATAACTAACTATAA

|
| CGGTCCTAAGGTAGC- |
i!Km-f GAATTTCCGGGGATCCGTCGA 3' (SEQ ID N°: (
s gene I-Scel/Km' \
21) }
5'GCTGCGGCATAACGGGAAATTGTAGGCTGGA
; K GCTGCTTCG 3' (SEQ ID N°: 22) |
‘ Kan4f gene Km' inter- | 5'CAAAAGCGCTCTGAAGTTCC 3' (SEQ ID N°: 23)
Kanar no: sequencia- | GCGTGAGGGGATCTTGAAGT 3' (SEQ ID N°: |
; mento 24) !
' 5'GGAGGACGCAACCGCCGCGGTCGGAAAACC |
‘ ::SEQ1 hCD154 | SEQ1 hCD154/ | ACCACCGGAGGAGGAGT- E
‘ up reversa | loop 9 up TATCGCCGTCTTTGATATAGCC3' (SEQ ID N°:
25)

5'CCGCGGCGGTTGCGTCCTCCTCCTGGGCAGA |
; SEQ1hCD154 SEQ1hCD154/ | AAAAGGTTATTATAC-
‘[ down forward loop 9 down CATGTCTTCCTCCTCCATTTCCCGTTATGCCGC
i { AGC3' (SEQ ID N°: 26)
STTTTCTTCTTCTTCTTCCGGTTCCGGACGTTCA
1

|

i

!

w a

! | TGACCTTCTTCGGCTTTCGGCTGAACCGCCGG |
i

|

' SEQ2 hCD154 | SEQ2-hCD154/
| GGTTTCCGGCGCCGCGGAGGAGGAGT-

up reversa ' loop 9 up
f | { TATCGCCGTCTTTGATATAGCC3' (SEQ ID N¢

| 27)
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‘ Iniciador

Regido amplifi-

cada

Sequéncia de iniciadores

‘ |
. SEQ2 hCD154 |

!
. up reversa

SEQ2-hCD154/

\
loop 9 down i

5'ACCGGAAGAAGAAGAAGAAAAAAAAGAAGAA
GGTGGTGGTTTTCCGACCGCGGCGGTTGCGTC

CTCCTCCTGGGCAGAAAAAGGTTATTATAC-
CATGTCTTCCTCCTCCATTTCCCGTTATGCCGC
AGC3' (SEQ ID N°. 28)

|
|
!
; SEQ3 Hcd154

' up reversa

SEQ3 hCD154/
loop 9 up

5'GCAACACCACCACCAACCGCCGCGATCAGCA
GAACACCACCAACAC- |
CACCCGCAACCGCCGCGGTCGGAAAACCAC-
CACCGGAGGAGGAGTTATCGCCGTCTTTGATA-
TAGCC3' (SEQ ID N°: 29)

. SEQ3 hCD154

. up reversa

[E—

loop 9 down

i

SEQ3-hCD154/

|

1

5'GGCGGTTGGTGGTGGTGTTGCGGCGTTTACC |
TCCGGTGGTGGTGGTGCGGGTGCGCAG-
GAATCCTCCTCCTGGGCAGAAAAAGGTTATTA-

|
TAC-
CATGTCTTCCTCCTCCATTTCCCGTTATGCCGC

1
AGC3' (SEQ ID N°: 30) B

lam 3f

' lam 3r

1

regides externas

de loop 9: se-

quenciamento

5'GCCATCTCGCTTGGTGATAA 3' (SEQ ID N°: 31)

|
|
|
§CGCTGGTATTTTGCGGTACA 3' (SEQ ID N°: 32) |
|

Na Tabela 1, nucleotideos em italico sao complementares a

qualquer lado do sitio de insergdo do loop 9 do gene /amB, o qual corres-

ponde ao nucleotideo 1257 usando S. typhimurium como um genoma de re-

feréncia anotado. Nucleotideos em fonte em negrito representam o sitio de

reconhecimento I-Scel no iniciador Km-f.

Eletroporacao

Transformagéo de pKD46 em S. enteritidis foi a primeira etapa

realizada de modo que enzimas Red recombinase possam ser usadas para

mediar recombinacgdo de mutagdes subsequentes. O plasmideo pKD46 foi
harvested from E. coli BW25113 (Datsenko e Wanner, PNAS 2000, 97:
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6640-6645) usando um kit de preparagao de plasmideo (Qiagen Valencia,
CA, EUA). Em seguida 0,5 uL de pKD46 DNA foi usado para transformagéao
em S. enteritidis 13A a qual tinha sido preparada para eletroporagao. (Dat-
senko e Wanner, PNAS 2000, 97: 6640-6645). Em resumo, as células foram
inoculadas em 10 a 15 mL de caldo 2X YT e cultivadas a 37°C de um dia ao
outro. Em seguida 100 uL de cultura de um dia ao outro foi reinoculado em
10 mL de caldo fresco 2X YT a 37°C por 3 a 4 horas. Células a serem trans-
formadas com plasmideo pKD46 foram aquecidas a 50°C por 25 minutos pa-
ra ajudar a inativar restricao de hospedeiro. As células foram lavadas cinco
vezes em agua ddH,0 e ressuspendidas em 60 puL de 10% de glicerol. As
células foram em seguida pulsadas a 2400 a 2450 kV por 1 a 6 ms, incuba-
das em SOC por 2 a 3 horas a 30°C e laminadas sobre meio LB com anti-
bidticos apropriados. Transformantes de S. enteritidis com pKD46 foram
mantidos a 30°C. Quando estes transformantes foram preparados para
reagoes de eletroporagao adicionais, todas as etapas foram as mesmas ex-
ceto que foi adicionado 15% de arabinose para induzir enzimas Red recom-
binase uma hora antes da lavagem, e as células nao sofreram a etapa de
aquecimento a 50°C.

Constructo Loop 9 up- I-Scel/ Km'- Loop 9 down

Introdugdo de sitio de reconhecimento enzimatico |-Scel junto
com o gene Km' no loop 9 do gene lamB foi feita combinando o sistema Red
recombinase (Datsenko e Wanner, PNAS 2000, 97: 6640-6645, o qual & in-
corporado aqui, a este requerimento de patente, por meio de referéncia em
sua totalidade) e PCR de sobreposi¢ao (Horton et al., BioTechniques 1990,
8: 528-535, o qual é incorporado aqui, a este requerimento de patente, por
meio de referéncia em sua totalidade). O sito de inser¢gao corresponde ao
nucleotideo 1257 do gene /lamB usando Salmonella typhimurium LT2 (S. ty-
phimurium) como um genoma de referéncia anotado. Primeiro, as regides a
montante e a jusante imediatamente flanqueando o sitio de insergao do loop
9 (loop 9 up (N.T.: acima) e loop 9 down (N.T.: abaixo), respectivamente) fo-
ram amplificadas separadamente. Os iniciadores usados foram lam-up-f e

lam-up-r para loop 9 up e lam-dn-f e lam-dn-r para loop 9 down. Em seguida




10

15

20

25

30

20

o gene Km' do plasmideo pKD13 foi amplificado usando os iniciadores Km-f
e Km-r. Aqui, o sitio enzimatico I-Scel foi adicionado sinteticamente a extre-
midade 5' do iniciador Km-f em seguida precedido por uma regido comple-
mentar ao iniciador loop-up-r. Do mesmo modo, uma regiao complementar
ao iniciador loop-dn-f foi adicionado a extremidade 5 do iniciador Km-r. As
regides complementares permitem que todos os 3 produtos de PCR enri-
jecam quando usados como modelos em uma reagédo de PCR. A Figura 2a
representa este esquema de modelo. Fragmentos de PCR consistindo na
sequéncia loop 9 up- I-Scel/ Km'- loop 9 down (PCR-A) foram eletroporados
em células de S. enteritidis, as quais abrigavam pKD46 e foram induzidos
por arabinose, e em seguida laminados sobre laminas de LB com Km. Para
verificar a orientagcao de sequéncia correta da mutagao, nés realizamos PCR
de colénia com pares de iniciadores Kan4F/lam3f e Kan4R/lam3r, onde
Kan4F e Kan4R sao iniciadores gene Km'-especificos e lam3f e lam3r sao
iniciadores localizados fora da regidao /lamB loop 9. Estes fragmentos de PCR
foram purificados por gel (Qiagen, Valencia, CA, EUA) e usados para se-
quenciamento de DNA.
Constructo Loop 9 up - TRAP -CD154 - Loop 9 down

O fragmento de PCR de sobreposic¢ao final, PCR-B, continha o

antigeno TRAP adicionado em combinagdo com sequéncias CD154 flan-
queadas por regides de loop 9 acima e abaixo (Figura 2b). Combinagao se-
quéncias consistiram de polinucleotideo TRAP codificando SEQ ID N°: 1-3 e
CD154 junto com espagadores tais como residuos Serina (Ser).

Para encurtar a quantidade de etapas para construgao do frag-
mento seguinte, a sequéncia TRAP-CD154 foi sinteticamente adicionada a
extremidade 5 do iniciador [am-dn-f e precedida pela regidao complementar
ao iniciador loop-up-r. Os produtos de PCR previamente usados para loop 9
acima podem ser usados junto com o produto de PCR recém construido no
qual os TRAP-CD154s foram incorporados na extremidade 5’ do loop 9 ab-
aixo para realizar a reagao de PCR final. No entanto, para outras sequéncias
de inserto, foi necessaria uma etapa de PCR extra, devido as extensbes

mais longas de sequéncias de inserto, para amplificar loop 9 up com nuc-




10

15

20

25

30

21

leotideos adicionados especificos para sequéncias de inser¢ao conectadas a
iniciador loop-up-r. A sequéncia codifidante para Gly (GGT) e Serina (TCC)
bem como todos os outros aminoacidos foram escolhidas com base em da-
dos compilados dos cdédons o mais frequentemente usados em proteinas de
E. coli e Salmonella typhimurium. Vide a Tabela 1 para detalhes adicionais
de modelo de iniciador.

Mutacéo de insercao sitio |-Scel / Km'

A primeira etapa de mutagao envolveu projetar um fragmento de
PCR, PCR-A, o qual serviria como o veiculo do cassete sitio I-Scel / Km" a
ser inserido no sitio lamB. PCR-A consistiu do sitio de reconhecimento en-
zimatico I-Scel adjacente ao gene Km' com aproximadamente 200 a 300 bp
de DNA flanqueante sobre cada extremidade homéloga as regiées a mon-
tante e a jusante do sitio de insercao do /lamB loop 9 (loop 9 up e loop 9
down, respectivamente). O fragmento foi introduzido em células de S. enteri-
tidis expressando enzimas Red recombinase e foram selecionadas col6nias
de Km'. Depois de triagem de umas poucas colénias por PCR de colénia,
clones positivos foram sequenciados para a sequéncia sitio I-Scel / Km' in-
serida desejada, e o mutante identificado foi selecionado e designado como
SE164.
Substituicdo Gendmica de I-Scel/ Km' com TRAP-CD154s

A segunda etapa de mutagao requerida construindo um frag-

mento de PCR, referido como PCR-B e mostrado na Figura 2B, consistindo
na sequéncia de insergao final, os TRAP-CD154s, flanqueados por fragmen-
tos homologos /lamB. Amplicons PCR-B nao tém marcador de selegao e de-
vem ser contra-selecionados depois de substituicdo pela mutagédo prévia
sitio I-Scel / Km" em SE164. Plasmideo pBC-I-Scel codifica o gene Cm' e a
enzima |-Scel, a qual cortara o genoma no sitio I-Scel de SE164. Portanto,
pBC-I-Scel foi eletroporado em SE164 junto com PCR-B. Depois de recom-
binagao de PCR-B para substituir PCR-A, clones positivos foram escolhidos
com base na capacidade para crescer sobre cloranfenicol mas nao sobre
canamicina. Depois de sequenciamento de DNA de mutantes para confirmar

recombinagdo de PCR-B com sucesso, as cepas foram designadas Se-
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quéncia 1, Sequéncia 2 e Sequéncia 3. Dez clones aleatérios para cada uma
das inser¢goes TRAP-CD154 foram usadas para PCR com lam 3f e lam 3r e
em seguida digeridos usando sitios de enzimas de restricao unicos para ca-
da sequéncia de insergao e 100% de clones testados por digestao foram po-
sitivos para a sequéncia de mutagcao desejada. Resultados de sequencia-
mento demonstraram que a inser¢cao de TRAP-CD154 foi exatamente dentro
da regiao do loop 9 sem a adi¢ao de nucleotideos estranhos em cada caso.
Os insertos das vacinas TRAP-CD154 sdao como se segue: TRAP-CD154
(SEQ ID Ne°: 33); TRAP-US-CD154 (SEQ ID N°: 34); TRAP-DS-CD154 (SEQ
ID N°: 35).

Exemplo 2. Atenuagéo de mutantes / insertos TRAP-CD154.

Foi obtida atenuagao de SE13A por mutagao por eliminagao do
gene aroA elou o gene htrA. Mutagao do gene aroA, um gene chave no ca-
minho do acido corismico de bactérias, resulta em uma grave deficiéncia
metabdlica a qual afeta sete caminhos bioquimicos separados. Mutagao do
gene htrA reduz a capacidade celular de suportar exposi¢ao a temperaturas
baixas e elevadas, baixo pH, e agentes oxidativos e prejudiciais ao DNA e
reduz a viruléncia das bactérias.

Para obter mutagdes por eliminagdo em SE13A, a sequéncia
genética alvo no genoma bacteriano de S. enteritidis foi substituida com a
sequéncia genética resistente a canamicina. Isto foi completado usando
PCR de extensao de sobreposicdo e eletroporagdo dos produtos de PCR
conforme descrito acima. O gene de resisténcia a canamicina foi direcionado
para dentro da regido genémica contendo os genes de interesse (aroA ou
htrA) flanqueando o gene de resisténcia a canamicina com 200 a 300 pares
de bases de sequéncias homodlogas aos genes de interesse. Uma vez que
foram obtidos mutantes resistentes a canamicina, as mutagbes de elimi-
nagao aroA e htrA foram confirmadas por sequenciamento de DNA. Cepas
de Salmonella aroA- e htrA- analogas foram depositadas junto a American
Type Culture Collection em 13 de setembro de 2006 (Depédsito No. PTA-
7872 e Deposito No. PTA-7873, respectivamente). As cepas atenuadas fo-

ram testadas previamente in vivo com respeito ao tempo de clearance. Am-
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bas as cepas atenuadas tiveram tempos de clearance mais rapidos do que a
cepa selvagem 13A, mas ambas foram capazes de colonizar o figado, baco,
e amigdalas cecais de frangos depois de infecgdo oral. Foram isoladas ce-
pas atenuadas compreendendo os TRAP-CD154s e carecendo de tanto
aroA quanto htrA.

Exemplo 3. Protecdo de pintos contra mortalidade depois de infeccdo por

Eimeria

Pintos no dia da eclosao (n = 280) foram vacinados por via oral
com cerca de 1 x 108 cfu dos isolados de Salmonella compreendendo os trés
polinucleotideos distintos codificando os polipeptideos TRAP de SEQ ID N°:
1 a 3 ou controle de salina. Aos 21 dias de idade, os pintos foram estimula-
dos por via oral com 10* oocistos esporulados de Eimeria maxima. Os pintos
foram monitorados diariamente pos estimulo. Conforme representado na Fi-
gura 3, a mortalidade dos pintos no dia 5 pés estimulo foi reduzida compara-
da com animais nao-vacinados independente da cepa de vacina administra-
da. A mortalidade foi como se segue: TRAP (SEQ ID N° 1) 7/43 (16,3%);
TRAP US (SEQ ID N°: 2) 1/46 (2,2%); TRAP DS (SEQ ID N°: 3) 6/43 (11%);
Controle (ndo vacinados) 10/46 (21,7%). Surpreendentemente, os pintos
vacinados com uma Salmonella compreendendo polipeptideo TRAP de SEQ
ID N°: 2 demonstraram mortalidade acentuada e significativamente reduzida
comparada com pintos controle nao-vacinados (P < 0,001). Foi realizada
necrdpsia e indicou que toda a mortalidade estava relacionada com a in-
feccao por Eimeria maxima.

Em um experimento de repeticoes, a mortalidade nas aves vaci-
nadas (6/48) foi significativamente menor do que nos controles (17/50) e o
desempenho foi melhor nos frangos vacinados, mas a diferenga nao foi sig-
nificativa.

Além disso, foi coletado soro de aves imunizadas e foi realizado
um ELISA para TRAP. Uma robusta reagao de anticorpos TRAP especifica
foi gerada nas aves vacinadas com TRAP-US (SEQ ID N°: 2).

Exemplo 4. Morbidez associada com vacinagéo é limitada
Para avaliar a eficacia de TRAP US-CD154 (SEQ ID N°: 34) co-
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mo uma vacina candidata potencial, um estudo similar foi completado para
investigar morbidez associada com vacinagdo. Frangos a serem grelhados
foram vacinados por via oral com 1 x 10 cfu/ ave da vacina de Salmonella
com TRAP US e inserto CD154 (SEQ ID N°: 34) ou pseudo vacinados com
salina. A prova de coccidios foi realizada com odcitos esporulados de Eime-
ria maxima (10° odcitos esporulados/ ave) em trés semanas pés-vacinagao.
O ganho de peso corporal e lesées foram avaliados 7 dias pds- estimulo. As
aves imunizadas apresentaram uma melhora significativa (p<0,01) na per-
formance. As aves imunizadas tiveram um ganho de peso de cerca de 31%
comparadas com controles ndo vacinados. Deste modo, vacinagdo com uma
vacina a base de Salmonella compreendendo um polipeptideo TRAP e um
polipeptideo de CD154 capaz de ligagdo de CD40 pode proteger aves contra

morbidez e mortalidade associada com infecgao por Eimeria.
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REIVINDICAGOES

1. Vacina, caracterizada pelo fato de que compreende um vetor
que compreende uma primeira sequéncia de polinucleotideos codificando
um polipeptideo da proteina anénima relacionada a trombospondina (TRAP)
que consiste na SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3.

2. Vacina de acordo com a reivindicagao 1, caracterizada pelo
fato de que compreende adicionalmente uma segunda sequéncia de
polinucleotideos codificando um polipeptideo de CD154 capaz de se ligar a
CD40, o polipeptideo de CD154 tendo menos de 50 aminoacidos e
compreendendo aminoacidos 140-149 de SEQ ID NO: 4 ou um homélogo do
mesmo.

3. Vacina de acordo com a reivindicagao 2, caracterizada pelo
fato de que o polipeptideo de CD154 compreende SEQ ID NO: 5, SEQ ID
NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9.

4. Vacina de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 2 a 3,
caracterizada pelo fato de que a vacina compreende mais de uma cépia da
primeira sequéncia de polinucleotideos, mais de uma cdépia da segunda
sequéncia de polinucleotideos, ou ambas.

5. Vacina de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 2 a 4,
caracterizada pelo fato de que a primeira sequéncia de polinucleotideos é
encadeada in frame a segunda sequéncia de polinucleotideos.

6. Vacina de acordo com a reivindicagao 1, caracterizada pelo
fato de que o vetor é selecionado do grupo consistindo em um virus, uma
bactéria, e um lipossoma.

7. Vacina de acordo com a reivindicagao 6, caracterizada pelo
fato de que o vetor € uma bactéria.

8. Vacina de acordo com a reivindicagao 7, caracterizada pelo
fato de que a bactéria compreende o polipeptideo TRAP sobre sua
superficie.

9. Vacina de acordo com a reivindicagao 7 ou 8, caracterizada
pelo fato de que a bactéria é selecionada dentre o grupo consistindo na

espécie Salmonella, da espécie Bacillus, da espécie Escherichia, e da
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espécie Lactobacillus.

10. Vacina de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a
9, caracterizada pelo fato de que o primeiro polinucleotideo é inserido dentro
de uma sequéncia de polinucleotideos codificando uma porgédo externa de
uma proteina transmembrana.

11. Vacina de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a
10, caracterizada pelo fato de que é para uso em um método para reforgar a
reagao imune contra um parasita Apicomplexano em um individuo, o método
compreendendo administrar ao individuo a vacina em uma quantidade eficaz
para reforgar a reagao imune do individuo ao parasita Apicomplexano.

12. Vacina de acordo com a reivindicagao 11, caracterizada pelo
fato de que é administrada por um método selecionado do grupo consistindo
em oral, intranasal, parenteral, e in ovo.

13. Vacina de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 11 a
12, caracterizada pelo fato de que a reagdo imune reforgada compreende
uma reagao de anticorpos reforgada ou uma reagao de células T reforgada.

14. Vacina de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 11 a
13, caracterizada pelo fato de que o individuo € membro de uma espécie de
aves domésticas ou um mamifero.

15. Vacina de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 11 a
14, caracterizada pelo fato de que o vetor compreendendo a vacina é morto
antes da administragao ao individuo.

16. Vacina de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 11 a
15, caracterizada pelo fato de que o vetor compreendendo a vacina nao é
capaz de replicagao no individuo.

17. Vacina de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 11 a
16, caracterizada pelo fato de que o parasita Apicomplexano é selecionado
dentre o grupo consistindo em Eimeria, Plasmodium, Toxoplasma, e
Cryptosporidium.

18. Vacina de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a
10, caracterizada pelo fato de que é para uso em um método de reduzir

morbidez associada com infecgdo com um parasita Apicomplexano em um
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individuo, o método compreendendo administrar ao individuo a vacina em
uma quantidade eficaz para reforgar a reagédo imune do individuo ao parasita

Apicomplexano.
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Mortalidade em 5 dias p6s- estimulo de frangos a serem grelhados estimulados aos 21
dias de idade com 104 oocistos esporulados de E. maxima / ave.

Mortalidade (%)
25 -

. 20-

151

Controle Sequéncia 1 Sequéncia 2 Sequéncia 3

* Indica P < 0.001

Figura 3: Neste experimento, pintos no dia da eclosdo ou foram ndo vacinados (controle) ou foram
vacinados com vetor de Salmonella expressando a Sequéncia 1, 2, ou 3 da proteina TRAP de
Eimeria maxima conforme descrito no anexo. Todos os pintos foram estimulados com exatamente
. a mesma dose de Eimeria maxima no dia 21. Necrépsia confirmou que toda a mortalidade estava
relacionada com infecgéo por Eimeria maxima. A mortalidade foi notavelmente e significativamente
reduzida no grupo vacinado com o vetor expressando a sequéncia 2.




