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(67) Resumo: COMPOSICOES E METODOS PARA A
LIBERACAO DE OXIGENIO. Proteinas H-NOX sdo mutadas para
exibir propriedades cinéticas e termodinamicas aumentadas ou ideais
para liberagdo sangilinea de gas O,. As proteinas H-NOX projetadas
compreendem mutagdes que transmitem ligagéo de ligante de O, ou
NO alterada em relagdo ao dominio de H-NOX do tipo selvagem
correspondente, e sdo operacionais como transportadores sanguineos
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benéfica.



10

15

20

25

30

1/149 03,009 sonld3°

COMPOSICOES E METODOS PARA A LIBERAGAO DE OXIGENIO

- REFERENCIA CRUZADA COM PEDIDOS RELACIONADOS

Esse pedido reivindica o beneficic do pedido U.S.
provisdrio numero de série 60/921.505, depositado em 22 de
maio de 2006 por Michael A. Marietta, Stephen P.L. Cary,
Elizabeth M. Boon e Jonathan A. Winger, iﬂtitulado
“Engineering H-NOX Proteins for Therapeutic Nitric Oxide
and Oxygen Delivery” (Caso UC N° B06-084). Esse pedido U.S.
provisério foi convertido a partir do pedido de utilidade
U.S. ntmero de série 11/440.588, depositado em 22 de maio
de 2006, em um pedido provisério no dia 1° de maio de 2007,
cujas revelagdes sdo aqui incorporadas por referéncia em
suas totalidades.

DECLARACAO EM RELAGCAO AO FINANCIAMENTO FEDERAL

PESQUISA OU DESENVOLVIMENTO

Esse trabalho foi apoiado pelo Financiamento N° DE-
ACO3-76SF. O Governo dos Estados Unidos pode ter direitos
em qualquer patente emitida nesse pedido.

. CAMPO TECNICO

Esse pedido estd relacionado as proteinas H-NOX e aos
métodos de sua utilizacdo para a liberagdo de oxigénio. As
proteinas H-NOX fornecem uma nova ferramenta terapéutica
para a liberagdo de O a seres humanos e, para fins
veterinarios, aos animais.

FUNDAMENTOS DA INVENCAO

0o sistema de banco de sangue atual possui riscos
inerentes e sérias limitag¢des. Erros na tipagem sanglinea,
imunogenicidade, transmissdo de agentes bacterianos e
infecgdes virais, tais como HIV-1 e hepatite, impdem

perigos potencialmente fatais aos pacientes submetidos a
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transfusdes. Além disso, a disponibilidade limitada de
doadores, a necessidade de tipos sangiineos especificos, a
validade curta de células sanglineas vermelhas e a
necessidade de refrigeragdo limitam a Aacessibilidade de
transfusdes aos pacientes. O desenvolvimento de um
substituto do sangue estdvel eliminaria os riscos do
sistema de banco de sangue atual e aumentaria a
disponibilidade de transfusdes aos pacientes na maioria dos
ambientes. Dessa forma, a liberagdo de oxigénio (0;) aos
é6rgdos e tecidos para aliviar os sintomas causados pela
perda sanglinea ou hipdxia & um objetivo terapéutico
importante.

Nenhuma terapia baseada em hemoglobina foi aprovada
para uso em seres humanos nos Estados Unidos. Terapias
potenciais incluem diversos transportadores artificiais de
0, (revisados por Spahn, D.R. e cols. (2005), “Artificial
02 carriers: status in 2005”7, Curr. Pharm. Des. 11(31):
4.099-4.114) como, por exemplo, hemoglobinas projetadas
(por exemplo, Patente U.S. N° 6.022.849). No entanto,
alguns substitutos potenciais do sangue como, Ppor exemplo,
substitutos do sangue baseados em hemoglobina, sao
limitados em fungdo de sua reatividade com 6xido nitrico
(NO) . Em particular, o NO atua como um mensageiro guimico
no controle de muitos processos importantes in vivo,
incluindo neurotransmissao, inflamagao, agregagao
plagquetaria e regulagdo do tdnus dos masculos 1lisos
gastrintestinais e vasculares. O NO reage diretamente com O
0, que esta ligado a hemoglobina para formar metemoglobina
e nitrato. Tanto o ferro de heme quanto o NO ficam oxidados

pelos atomos ligados de oxigénio, e a reagcido ocorre téao
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rapidamente que ndo se observa nenhuma substituigdo de O
por NO (veja, por exemplo, a Patente U.S. N° 6.455.676) .

Como o NO é produzido e consumido continuamente, ha um
turnover natural de NO in vivo. Quando se administra
hemoglobina sem células, ©O equilibrio entre a produgdo e O
consumo de NO & alterada por reagdes com a hemoglobina sem
células. A reacdo oxidativa entre NO e Oz ligado a
hemoglobina & irreversivel, causando a destruigdo de NO, O
e hemoglobina. A ligagdo de NO A hemoglobina sem O ligado
& eficazmente irreversivel no contexto fisioldbgico, na
medida em gque a meia-vida para a dissociacdo de nitrosil-
hemoglobina €& de 5-6 horas inativando eficazmente, dessa
forma, hemoglobina como um transportador de O; sem células.

Apdés uma molécula de NO reagir com a hemoglobina, ela
& eliminada do pool de moléculas sinalizadoras causando,
dessa forma, certas condi¢des adversas. POr exemplo, a
ligagdo do NO a hemoglobina (com ou sem O, ligado) pode
evitar o relaxamento vascular e potencialmente leva a
hipertensdo, a qual & observada algumas vezes apds a
administragao de certas solugdes de hemoglobina
extracelular.

O NO também é necessario para mediar certas respostas
inflamatérias. Por exemplo, o NO produzido pelo endotélio
inibe a agregagado plagquetaria. Consequentemente, na medida
em que o NO estéd ligado por hemoglobina sem célula (com ou
sem O, ligado), a agregagdo plaquetaria pode aumentar. A
medida que as plaquetas se agregam, elas liberam compostos
vasoconstritores potentes como, Ppor exemplo, tromboxano Az
e serotonina. Esses compostos podem atuar sinergicamente

com os niveis reduzidos de NO causados pela remogdo de
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hemoglobina para produzir uma vasoconstricdo significativa.
Além de inibir a agregacdo plaquetdria, o NO também inibe a
adesdo de neutrdé6filos as paredes celulares, o que, por sua
vez, pode causar lesdo da parede celular. Foi observado
dano da parede endotelial com a infusdo de certas solugdes
de hemoglobina.

Ooutra desvantagem importante de substitutos do sangue
baseados em hemoglobina & sua alta afinidade por O.. Essa
alta afinidade limita a habilidade da hemoglobina para
liberar oxigénio em uma taxa clinicamente 1Qtil em
localizag¢des desejadas (por exemplo, tecidos periféricos).
Alternativamente, a 1liberagdo de O por substitutos do
sangue baseados em hemoglobina de menor afinidade nas
artérias antes de alcancar os leitos microvasculares pode
causar vasoconstricdo em fungdo da resposta vasoconstritora
hiperdxica (hipbdtese de Winslow) . Adicionalmente,
substitutos do sangue baseados em hemoglobina sao
prejudicados pela depuragdo répida da hemoglobina sem
células do plasma em fungdo da presenca de receptores para
hemoglobina que removem a hemoglobina sem células do
plasma. A hemoglobina sem célula também pode causar
toxicidade renal, possivelmente em conseqiiéncia da deplegao
de NO nos glomérulos, causando constricdo e subsequente
disfungao.

Em fungdo das limita¢des dos substitutos do sangue
atuais e da escassez crdnica de sangue doado, permanece um
interesse significativo em terapias adicionais ou
alternativas para a liberagdo de oxigénio. Em particular,
sio desejados substitutos do sangue com uma menor

reatividade ao NO e/ou com um tempo de retencdo plasmatica
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mais longo. Também sdo necessarios transportadores de
oxigénio com constantes de dissociacdo ou taxas inferiores
para ligagao de O que sejam adequadas para aplicag¢des
clinicas ou industriais especificas. Uma aplicagdo
industrial exemplar para a qual transportadores de O, sdo
desejaveis inclui o crescimento de células em cultura, dque
é freqientemente limitado pela quantidade de O que chega

as células.

BREVE SUMARIO DA INVENGAO

A presente invengdo se baseia, em parte, na descoberta
surpreendente de que proteinas H-NOX do tipo selvagem e
mutantes possuem uma reatividade ao NO bem menor do que a
hemoglobina e, dessa forma, s3o transportadores de O
desejaveis. Se desejadas, podem ser introduzidas mutagdes
nas proteinas H-NOX para alterar sua ligagdo de O e
ligantes de NO para otimizar ainda mais o uso de proteinas
H-NOX como transportadores de 0O,.

Em um aspecto, a invenc¢do apresenta proteinas H-NOX
mutantes. Consequentemente, em algumas modalidades, a
inveng¢do fornece uma proteina H-NOX isolada que possui pelo
menos uma mutag¢do que altera a constante de dissociagdo de
0, ou a reatividade ao NO, comparada com a de uma proteina
H-NOX do tipo selvagem correspondente. Em algumas
modalidades, a constante de dissociacdo de O, da proteina
H-NOX mutante estd dentro de 2 ordens de magnitude daquela
da hemoglobina, e a reatividade ao NO da proteina H-NOX
mutante é pelo menos 10 vezes menor do gque aguela da
hemoglobina. Em algumas modalidades, a constante de
dissociacdo de O, da proteina H-NOX mutante é& entre cerca

de 2 nM a cerca de 50 puM a 20°C, cerca de 50 nM a cerca de
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10 uM a 20°C, cerca de 20 nM a cerca de 2 uM a 20°C, cerca
de 100 nM a cerca de 1,9 uM a 20°C, cerca de 150 nM a cerca
de UM a 20°C ou cerca de 100 nM a cerca de 255 nM a 20°C.
Em algumas modalidades, a constante de dissociagdo de O, da
proteina H-NOX mutante & de menos do que cerca de 80 nM a
20°C como, por exemplo, entre cerca de 20 nM a cerca de 75
nM a 20°C. Em algumas modalidades, a reatividade ao NO da
proteina H-NOX mutante & pelo menos 100 vezes menor do que
aquela da hemoglobina como, por exemplo, pelo menos 1.000
vezes menor do gque aquela da hemoglobina. Em algumas
modalidades, a reatividade ao NO da proteina H-NOX mutante
é de menos do que cerca de 700 s a 20°C como, por
exemplo, menos do que cerca de 600 s, 500 s, 400 s!, 300
sl 200 s, 100 s, 75 s, 50 s, 25 s', 20 s, 10 s,
50 s, 3 s 2s?* 1,8 s 1,5 s, 1,2 s, 1,0 s, 0,8 s~
1 9,7 s* ou 0,6 s’* a 20°C. Em algumas modalidades, a Kott
para oxigénio da proteina H-NOX mutante é entre cerca de
0,01 a cerca de 200 s a 20°C como, por exemplo, cerca de
1,0 s a cerca de 16,0 s™'. Em algumas modalidades, a
constante de dissociagdo de O, da proteina H-NOX mutante é
entre cerca de 100 nM a cerca de 1,9 pM a 20°C, e a Kot
para oxigénio da proteina H-NOX mutante é entre cerca de
1,35 s a cerca de 14,5 s™' a 20°C. Em algumas modalidades,
a taxa de auto-oxidacdo de heme da proteina H-NOX mutante é
de menos do que cerca de 1 h'! a 37°C. Em algumas
modalidades, a kofs para oxigénio da proteina H-NOX mutante
& entre cerca de 1,35 s' a cerca de 14,5 s a 20°C, e a
taxa de auto-oxidacdo de heme da proteina H-NOX mutante é

de menos do que cerca de 1 h* a 37°C. Em algumas

modalidades, a Kkofs para oxigénio da proteina H-NOX mutante
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1 3 cerca de 14,5 s™' a 20°C, e a

é entre cerca de 1,35 s
reatividade ao NO da proteina H-NOX mutante & de menos do
que cerca de 700 st a 20°C (por exemplo, menos do que
cerca de 600 s™!, 500 s™%, 100 s™!, 20 s* ou 1,8 s' a 20°C).
Em algumas modalidades, a taxa de auto-oxidagdo de heme da
proteina H-NOX mutante & de menos do que cerca de 1 ht a
37°C, e a reatividade ao NO da proteina H-NOX mutante € de
menos do que cerca de 700 s a 20°C (por exemplo, menos do
que cerca de 600 s*, 500 s', 100 s™*, 20 s ou 1,8 st
20°C) .

Em algumas modalidades, a invengao apresenta uma
proteina H-NOX isolada que possui pelo menos uma mutagdo
que altera a Kogs para oxigénio ou a reatividade ao NO
comparada com aquela de uma proteina H-NOX do tipo selvagem
correspondente. Em algumas modalidades, a kofr para oxigénio
da proteina H-NOX mutante é entre cerca de 0,01 a cerca de
200 s! a 20°C, e a reatividade ao NO da proteina H-NOX
mutante é pelo menos 10 vezes menor do que aquela da
hemoglobina. Em algumas modalidades, a proteina H-NOX
mutante possui uma koee para oxigénio que € menor ou igual a
cerca de 0,65 s™' a 20°C (por exemplo, entre cerca de 0,21
s! a cerca de 0,65 s a 20°C). Em algumas modalidades, a
proteina H-NOX mutante derivada de uma proteina de T.
tengcongensis e possui uma Koss para oxigénio entre cerca de
1,35 s ' a cerca de 18 sl a 20°C. Em algumas modalidades, a
reatividade ao NO da proteina H-NOX mutante €& pelo menos
100 vezes menor do que aquela da hemoglobina como, por
exemplo, pelo menos 1.000 vezes menor do que aguela da
hemoglobina. Em algumas modalidades, a reatividade ao NO da

proteina H-NOX mutante & de menos do que cerca de 700 st a
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20°C como, por exemplo, menos do que cerca de 600 s™', 500
s', 200 s, 300 s, 200 s!, 100 s}, 75 s™', 50 s7*, 25 s}
20 s', 10 s, 50 s, 3 st 2 st 1,8 s, 1,5 st 1,2 s,
1,0 s, 0,8 s?* 0,7 s' ou 0,6 s' a 20°C. Em algumas
modalidades, a constante de dissociagdo de O da proteina
H-NOX mutante & entre cerca de 1 nM a cerca de 1 mM a 20°C,
entre cerca de 2 nM a cerca de 50 pM a 20°C, entre cerca de
50 nM a cerca de 10 puM a 20°C ou entre cerca de 100 nM a
cerca de 1,9 uM a 20°C. Em algumas modalidades, a taxa de
auto-oxidagdo de heme da proteina H-NOX mutante & de menos
do que cerca de 1 h'! a 37°C. Em algumas modalidades, a
constante de dissociagdo de O; da proteina H-NOX mutante é
entre cerca de 100 nM a cerca de 1,9 pM a 20°C, e a taxa de
auto-oxidacdo de heme da proteina H-NOX mutante & de menos
do que cerca de 1 h'! a 37°C. Em algumas modalidades, a
constante de dissociagdo de O, da proteina H-NOX mutante é
entre cerca de 100 nM a cerca de 1,9 pM a 20°C, e a
reatividade ao NO da proteina H-NOX mutante é de menos do
que cerca de 700 sl a 20°C (por exemplo, menos do que
cerca de 600 s}, 500 s™*, 100 s™*, 20 s ou 1,8 s* a 20°C).
Em algumas modalidades, a taxa de auto-oxidagdo de heme da
proteina H-NOX mutante é de menos do gque cerca de 1 h™t a
37°C, e a reatividade ao NO da proteina H-NOX mutante é de
menos do que cerca de 700 s a 20°C (por exemplo, menos do
que cerca de 600 s!, 500 s, 100 s™*, 20 s! ou 1,8 st a
20°C) .

Em varias modalidades, a invengao apresenta uma
proteina H-NOX isolada que possui pelo menos uma mutagao

que altera a constante de dissociagdo de O, ou a

reatividade ao NO comparada com a de uma proteina H-NOX do
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tipo selvagem correspondente. Em algumas modalidades, a
constante de dissociacdo de O, da proteina H-NOX mutante
estad dentro de 2 ordens de magnitude daquela da
hemoglobina, e a reatividade ao NO da proteina H-NOX
mutante é pelo menos 10 vezes menor do que agquela da
hemoglobina. Em algumas modalidades, a constante de
dissociacdo de 0O, da proteina H-NOX mutante & entre cerca
de 100 nM a cerca de 255 nM a 20°C. Em algumas modalidades,
a constante de dissociagdo de O, da proteina H-NOX mutante
& de menos de 80 nM a 20°C como, por exemplo, entre cerca
de 20 nM a cerca de 75 nM a 20°C. Em algumas modalidades, a
reatividade ao NO da proteina H-NOX mutante é pelo menos
100 vezes menor do dque aquela da hemoglobina como, por
exemplo, pelo menos 1.000 vezes menor do que aquela da
hemoglobina. Em algumas modalidades, a proteina H-NOX
mutante possui uma Kkoese para oxigénio que €& menor ou igual a
cerca de 0,65 st a 20°C (por exemplo, entre cerca de 0,21
s a cerca de 0,65 s a 20°C). Em algumas modalidades, a
koss para oxigénio da proteina H-NOX mutante é entre cerca
de 1,35 s' a cerca de 2,9 s* a 20°C. Em algumas
modalidades, a kogse para oxigénio da proteina H-NOX mutante
& entre cerca de 5,8 s' a cerca de 19 s a 20°C. Em
algumas modalidades, a proteina H-NOX mutante é estavel a
4°C no ar.

Em algumas modalidades, a invencdo apresenta uma
proteina H-NOX isolada que possui pelo menos uma mutagao
que altera a Kkogs Ppara oxigénio ou a reatividade ao NO
comparada com a de uma proteina H-NOX do tipo selvagem
correspondente. Em algumas modalidades, a koss para oxigénio

da proteina H-NOX mutante é menor ou igual a cerca de 0,65
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s! a 20°C, e a reatividade ao NO da proteina H-NOX mutante
é pelo menos 10 vezes menor do que aquela da hemoglobina.

Em algumas modalidades, a Kkots para oxigénio da proteina H-

1 1

NOX mutante & entre cerca de 0,21 s~ a cerca de 0,65 s a
20°C. Em algumas modalidades, a reatividade ao NO da
proteina H-NOX mutante é pelo menos 100 vezes menor do dque
aquela da hemoglobina como, por exemplo, pelo menos 1.000
vezes menor do gque aqgquela da hemoglobina. Em algumas
modalidades, a reatividade ao NO da proteina H-NOX mutante

P

& de menos do que cerca de 700 s! a 20°C como, por

exemplo, menos do que cerca de 600 s, 500 s°*, 400 s, 300

s', 200 s, 100 s', 75 st 50 s, 25 s, 20 s, 10 s,

s0 s, 3 s 2s, 1,8 s 1,5 s, 1,2 87, 1,0 s, 0,8 s’
1 90,7 s* ou 0,6 sl a 20°C. Em algumas modalidades, a
constante de dissociagdo de O da proteina H-NOX mutante é
entre cerca de 100 nM a cerca de 1,9 pM a 20°C. Em algumas
modalidades, a taxa de auto-oxidagdo de heme da proteina H-
NOX mutante é de menos do dJque cerca de 1 h' a 37°C. Em
algumas modalidades, a constante de dissociagdo de O; da
proteina H-NOX mutante é& entre cerca de 100 nM a cerca de
1,9 pM a 20°C, e a taxa de auto-oxidagdo de heme da
proteina H-NOX mutante é de menos do que cerca de 1 ht! a
370C. Em algumas modalidades, a constante de dissociagdo de
0, da proteina H-NOX mutante & entre cerca de 100 nM a
cerca de 1,9 pM a 20°C, e a reatividade ao NO da proteina
H-NOX mutante & de menos do que cerca de 700 s ' a 20°C
(por exemplo, menos do que cerca de 600 s, 500 s, 100 s~
1 20 s 1,8 s ou 0,7 s a 20°C). Em algumas

modalidades, a taxa de auto-oxida¢do de heme da proteina H-

NOX mutante é de menos do que cerca de 1 h'? 37°C, e a
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reatividade ao NO da proteina H-NOX mutante & de menos do
que cerca de 700 s a 20°C (por exemplo, menos do que
cerca de 600 s, 500 s, 100 s™*, 20 s? 1,8 s* ou 0,7 s’
a 20°C).

Em varias modalidades, a invengdo apresenta uma
proteina H-NOX isolada selecionada do grupo que consiste em
H-NOX I5A de T. tengcongensis, H-NOX I5L de T.
tengcongensis, H-NOX IS5L-P1l15A de T. tengcongensis, H-NOX
WOF de T. tengcongensis, H-NOX WOF-Y140L de T.
tengcongensis, H-NOX WO9F-Y140H de T. tengcongensis, H-NOX
WOF-N74A de T. tengcongensis, H-NOX WoY de T.
tengcongensis, H-NOX WSN de T. tengcongensis, H-NOX WSH de
T. tengcongensis, H-NOX N74E de T. tengcongensis, H-NOX
N74A de T. tengcongensis, H-NOX N74H de T. tengcongensis,
H-NOX N74A-Y140H de T. tengcongensis, H-NOX F78Y-Y140F de
T. tengcongensis, H-NOX P1l15A de T. tengcongensis, H-NOX
R135Q de T. tengcongensis, H-NOX Y140F de T. tengcongensis,
H-NOX Y140H de T. tengcongensis, H-NOX Y140A de T.
tengcongensis, I75F-His6é de T. tengcongensis, I75F de T.
tengcongensis, L144F-Hisé6 de T. tengcongensis, L144F de T.
tengcongensis, L2 FOW-F142Y, H-NOX (728-899) de D.
desulfuricans, H-NOX Y139L de D. desulfuricans, $1(1-385),
B1(1-385) TI145Y, P1(1-385) I145H, B1(1-194), P1(1-194)
T145Y, P1l(1-194) LOW-I145Y, PB2(1-217), B2(1-217) Il42Y, H-
NOX(1-175) de C. botulinum, H-NOX(1-186) de C. botulinum,
H-NOX (1-197) de C. acetobutylicum, H-NOX (1-183) de C.
acetobutylicum, e H-NOX GCY-35(1-252) de C. elegans. Em
algumas modalidades, a proteina Bl ou B2 & derivada de uma
proteina Bl ou B2 de R. norvegicus ou H. sapiens.

Em VArias modalidades, a 1invencdo apresenta uma
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proteina H-NOX isolada selecionada do grupo que consiste em
H-NOX I5A de T. tengcongensis, H-NOX ISL de T.
tengcongensis, H-NOX IS5L-P115A de T. tengcongensis, H-NOX
WOF-Y140L de T. tengcongensis, H-NOX W9F-Y140H de T.
tengcongensis, H-NOX W9F-N74A de T. tengcongensis, H-NOX
W9Y de T. tengcongensis, H-NOX WON de T. tengcongensis, H-
NOX W9OH de T. tengcongensis, H-NOX N74E de T.
tengcongensis, H-NOX N74A de T. tengcongensis, H-NOX N74H
de T. tengcongensis, H-NOX N74A-Y140H de T. tengcongensis,
H-NOX F78Y-Y140F de T. tengcongensis, H-NOX P115A de T.
tengcongensis, H-NOX R135Q de T. tengcongensis, H-NOX Y140H
de T. tengcongensis, H-NOX Y140A de T. tengcongensis, I75F-
His6 de T. tengcongensis, I75F de T. tengcongensis, L144F-
His6 de T. tengcongensis, L144F de T. tengcongensis, 2 F9W-
Fl42Y de L. pneumophilia, H-NOX (728-899) de D.

desulfuricans, H-NOX Y139L de D. desulfuricans, p1(1-385)

T145H, P1(1-194), P1(1-194) TI145Y, B1(1-194) LOW-I145%,

B2(1-217), B2(1-217)1142Y, H-NOX (1-175) de C. botulinum, H-
NOX (1-186) de C. botulinum, H-NOX(1-197) de C.
acetobutylicum, H-NOX (1-183) de C. acetobutylicum e H-NOX
GCY-35(1-252) de C. elegans. Em algumas modalidades, a
proteina Bl ou B2 & derivada de uma proteina B1 ou B2 de R.
norvegicus ou H. sapiens.

Em algumas modalidades das proteinas H-NOX isoladas, a
constante de dissociagdo de 0, da proteina H-NOX estéa
dentro de 2 ordens de magnitude daquela da hemoglobina alfa
de Homo sapiens, por exemplo, uma constante de dissociagdo
de O, entre 0,1 a 10 vezes oOu entre 0,5 a 2 vezes a da
hemoglobina alfa de Homo sapiens. Em algumas modalidades

das proteinas H-NOX isoladas, a reatividade ao NO da
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proteina H-NOX & pelo menos 10 vezes menor do que aquela da
hemoglobina alfa de Homo sapiens como, Ppor exemplo, pelo
menos 100 vezes ou 1.000 vezes menor do due aquela da
hemoglobina alfa de Homo sapiens. Em algumas modalidades
das proteinas H-NOX isoladas, a proteina H-NOX contém uma
ou mais mutacdes (por exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 ou
10 muta¢des) comparada com a proteina H-NOX da qual foi
derivada. Em varias modalidades das proteiﬁas H-NOX
isoladas, a proteina H-NOX contém menos de 20, 15, 12, 10,
9, 8, 7, 6, 5, 4, 3 ou 2 mutagdes, comparada com a proteina
H-NOX da qual foi derivada. Em algumas modalidades das
proteinas H-NOX isoladas, a proteina H-NOX possui pelo
menos uma mutagdo da bolsa distal. Em algumas modalidades
das proteinas H-NOX isoladas, a proteina H-NOX possui pelo
menos uma mutacdo que ndo estd na bolsa distal. Em algumas
modalidades das proteinas H-NOX isoladas, a proteina H-NOX
possui pelo mwmenos uma mutagdo na gqual um residuo que
corresponde a Ile5, Trp9, Asn74, Proll5 ou Argl35 de H-NOX
de T. tengcongensis ou I145 de B1(1-385) & substituido por
gqualquer outro aminodcido. Em algumas modalidades das
proteinas H-NOX isoladas, a proteina H-NOX possui pelo
menos duas mutagdes, em que pelo menos uma mutacdo €& a
substituicdo de um residuo que corresponde a Ile5, Trp9,
Asn74, Proll5 ou Argl35 de H-NOX de T. tengcongensis ou
I145 de B1(1-385) por qualquer outro aminoacido. Em algumas
modalidades das proteinas H-NOX isoladas, a mutagdo na
proteina H-NOX corresponde a uma mutagdo de ISA, uma
mutagdo de I5L, uma mutagao de WOF, uma mutagdo de Y140F,
uma mutag¢do de Y140H, uma mutacdo dupla de WO9F Y140H ou uma

mutacdo dupla F78Y Y 140F de T. tengcongensis ou uma
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mutacdo de I145Y de 1. Em algumas modalidades das
proteinas H-NOX isoladas, a mutagdo na proteina H-NOX
corresponde a uma mutagdo de W9Y, uma mutagdo de W9H, uma
mutacdo de WIN, uma mutagdo de N74H, uma mutacdo de N74E,
uma mutacdo de N74A, uma mutagdo de P115A, uma mutagao de
RO135, um mutante duplo de I5L P115A, um mutante duplo de
N74A Y140H, ou um mutante duplo W9F N74A de T.
tengcongensis. Em algumas modalidades das proteinas H-NOX
isoladas, pelo menos um aminodcido do terminal C (por
exemplo, pelo menos cerca de 50 aminoacidos contiguos do
terminal C ou entre cerca de 25 a cerca de 200 aminodcidos
contiguos do terminal C) na proteina H-NOX foram removidos,
comparadas com a proteina do tipo selvagem correspondente.

Em algumas modalidades das proteinas H-NOX isoladas, a
proteina H-NOX é& derivada de uma proteina de mamifero (por
exemplo, uma proteina humana como, PpoT exemplo, f1). Em
varias modalidades das proteinas H-NOX isoladas, a proteina
H-NOX é derivada de uma proteina bacteriana (por exemplo,
uma proteina de T. tengcongensis) . Em algumas modalidades
das proteinas H-NOX isoladas, a proteina H-NOX esta ligada
covalentemente a outra molécula ou porgdo, por exemplo,
polietileno glicol. Heme pode ou nao estar ligado a
proteina H-NOX. Em algumas modalidades das proteinas H-NOX
isoladas, o oxigénio estd 1ligado a proteina H-NOX. Em
algumas modalidades das proteinas H-NOX isoladas, a
proteina H-NOX & uma proteina de fusdo que inclui um
dominio de H-NOX e parte de outra proteina ou outra
proteina inteira, por exemplo, albumina (por exemplo,
albumina sérica humana) .

Em algumas modalidades das proteinas H-NOX isoladas, a
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proteina H-NOX ndo & H-NOX Y40L de T. tengcongensis, H-NOX
F78Y/Y140L de T. tengcongensis, H-NOX do tipo selvagem de
T. tengcongensis ou 2 H-NOX F142Y de L. pneumophilia. Em
algumas wmodalidades das proteinas H-NOX isoladas, a
proteina H-NOX ndo & B2(1-217) de R. norvegicus, B1(1-194)
de R. norvegicus, Pp1(1-385) de R. norvegicus ou P1(1-385)
I145Y de R. norvegicus. Em algumas modalidades das
proteinas H-NOX isoladas, a proteina H-NOX ndo & H-NOX WIF
de T. tengcongensis, H-NOX Y1l40F de T. tengcongensis ou f1
H-NOX (1-385) Il145Y de H. sapiens. Em algumas modalidades
das proteinas H-NOX isoladas, a proteina H-NOX n&o é H-NOX
v140H de T. tengcongensis, [B1 I1140Y de H. sapiens ou Bl
1145Y de H. sapiens. Em algumas modalidades das proteinas
H-NOX isoladas, a proteina H-NOX ndo é& H-NOX Y140F de T.
tengcongensis, 2 H-NOX do tipo selvagem de L. pneumophilia,
f1 H-NOX I140Y de H. sapiens, Pl H-NOX do tipo selvagem de
H. sapiens, sGC B1 H-NOX (1-385) de R. norvegicus, sGC B1
H-NOX (1-385) I145Y de R. norvegicus, sGC f1 H-NOX H105G de
R. norvegicus, sGC Bl H-NOX H105F de R. norvegicus, B1 H-
NOX I145Y de R. norvegicus sGC, Bl H-NOX do tipo selvagem
de R. norvegicus, Bl H-NOX do tipo selvagem de D.
melanogaster, CG14885-PA do tipo selvagem de D.
melanogaster H-NOX, GCY-35 H-NOX do tipo selvagem de C.
elegans, H-NOX do tipo selvagem de N. punctiforme, H-NOX do
tipo selvagem de C. crescentus, H-NOX do tipo selvagem de
S. oneidensis ou H-NOX do tipo selvagem de C.
acetobutylicum. Em algumas modalidades das proteinas H-NOX
isoladas, a proteina H-NOX njo é H-NOX Y40L de T.
tengcongensis, H-NOX F78Y/Y140L de T. tengcongensis, H-NOX

WOF de T. tengcongensis, H-NOX Y140F de T. tengcongensis,
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H-NOX do tipo selvagem de T. tengcongensis, 2 H-NOX F142Y
de L. pneumophilia, 2 H-NOX do tipo selvagem de L.
pneumophilia, Pl H-NOX I140Y de H. sapiens, Bl I145Y de H.
sapiens, Pl H-NOX do tipo selvagem de H. sapiens, sGC p1 H-
NOX (1-385) de R. norvegicus, sGC Bl H-NOX (1-385) I145Y de
R. norvegicus, sGC f1 H-NOX H105G de R. norvegicus, sGC B1
H-NOX H105F de R. norvegicus, 1 H-NOX I145Y de R.
norvegicus sGC, Pl H-NOX do tipo selvagem de R. norvegicus,
Bl H-NOX do tipo selvagem de D. nélanogaster, CG 14885-PA
H-NOX do tipo selvagem D. melanogaster, GCY-35 H-NOX do
tipo selvagem de C. elegans, H-NOX do tipo selvagem de N.
punctiforme, H-NOX do tipo selvagem de C. crescentus, H-NOX
do tipo selvagem de S. oneidensis ou H-NOX do tipo selvagem
de C. acetobutylicum. Em algumas modalidades das proteinas
H-NOX isoladas, a proteina H-NOX ndo & qualquer uma das
proteinas H-NOX seguintes que estdo listadas pelo nome de
seu gene, seguido pela abreviatura de sua espécie e
Identificadores no Genbank (por exemplo, as seguintes
seqiéncias de proteinas disponiveis em 21 de maio de 2006;

22 de maio de 2006; 21 de maio de 2007; ou 22 de maio de

2007) : Npun5905 Npu_23129606, alr2278 Ana 17229770,
S02144 Sone_24373702, Mdegl343 Mde 23027521,
VCA0720 Vch 15601476, CC2992 Ccr_ 16127222,
Rsph2043 Rhsp_ 22958463 (gi: 46192757),
Mmcl0739 Mcsp_ 22999020, Tar4_ Tte_20807169,
Ddes2822 Dde_23475919, CAC3243_Cac_15896488, gcy-
31 _Ce 17568389, (CG14885_Dm_24647455, GUCY1B3 Hs_ 4504215,
HpGCS-betal Hpul 14245738, GycbetalOOB Dm_24651577,
CG4154 Dm_ 24646993 (gi: NP_650424.2, gi: 62484298), gcy-

32 Ce 13539160, gcy-36_Ce_17568391  (gi: 32566352, gi:
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86564713) , gcy-35_Ce-17507861 (gi: 71990146),
gcy-37_Ce 17540904  (gi:  71985505), GCYla3_Hs_20535603,
GCYla2-Hs 899477 ou GYCa99B_Dm_729270 (gi: 68067738)
(Lakshminarayan e cols. (2003), “Ancient conserved domains
shared by animal soluble guanylyl cyclases and bacterial
signaling proteins”, BMG Genomics 4: 513). As abreviagdes
de espécies usadas nesses nomes incluem: Ana = Anabaena Sp;
Ccr = Caulobacter crescentus; Cac = Clostridium
acetobutylicum; Dde = Desulfovibrio desulfuricans; Mcsp =
Magnetococcus sp.; Mde = Microbulbifer degradans; Npu =
Nostoc punctiforme; Rhsp = Rhodobacter sphaeroides; Sone =
Shewanella oneidensis; Tte = Thermoanaerobacter
tengcongensis; Vch = Vibrio cholerae; Ce = Caenorhabditis
elegans; Dm = Drosophila melanogaster; Hpul = Hemicentrotus
pulcherrimus; Hs = Homo sapiens. Em algumas modalidades das
proteinas H-NOX isoladas, a proteina H-NOX ndo € qualquer
uma das proteinas H-NOX seguintes que estdo listadas por
seu nome do organismo e nlimero de acesso na base de dados
Pfam (por exemplo, as sequéncias de proteinas seguintes
disponiveis em 21 de maio de 2006; 22 de maio de 2006; 17
de maio de 2007; 21 de maio de 2007; ou 22 de maio de
2007) : Caenorhabditis briggsae Q622M5_CAEBR, Caenorhabditis
briggsae Q61P44 CAEBR, Caenorhabditis briggsae
Q61R54 CAEBR, Caenorhabditis briggsae Q61V90_CAEBR,
Caenorhabditis briggsae Q61A94 CAEBR, Caenorhabditis
briggsae Q60TP4 CAEBR, Caenorhabditis briggsae
Q60M10_CAEBR, Caenorhabditis elegans GCY37-CAEEL,
Caenorhabditis elegans GCY31l_ CAEEL, Caenorhabditis elegans
GCY36_CAEEL, Caenorhabditis elegans GCY32_ CAEEL,

Caenorhabditis elegans GCY35 CAEEL, Caenorhabditis elegans
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GCY34 CAEEL, Caenorhabditis elegans GCY33_CAEEL, Oryzias
curvinotus Q7T040 ORYCU, Oryzias curvinotus Q75WFO0_ORYCU,
Oryzias latipes P79998_ORYLA, Oryzias latipes Q72ZSz5_ORYLA,
Tetraodon nigroviridis Q4SW38_TETNG, Tetraodon nigroviridis
Q4RZ94_ TETNG, Tetraodon nigroviridis Q4S6K5_TETNG, Fugu
rubripes Q90VY5_ FUGRU, Xenopus laevis Q6INK9 XENLA, Homo
sapiens Q5T8J7_HUMAN, Homo sapiens GCYA2_ HUMAN, Homo
sapiens GCYB2_HUMAN, Homo sapiens GCYB1l_HUMAN, Gorilla
gorilla Q9N193_9PRIM, Pongo pygmaeus QS5RAN8 PONPY, Pan
troglodytes Q9N192_ PANTR, Macaca mulatta Q9N194 MACMU,
Hylobates lar Q9N191 HYLLA, Mus musculus Q8BXH3_ MOUSE, Mus
musculus GCYB1l_MOUSE, Mus musculus Q3UTI4_MOUSE, Mus
musculus Q3UH83 MOUSE, Mus musculus Q6XE41_MOUSE, Mus
musculus Q80YP4_MOUSE, Rattus norvegicus Q8O0WX7_RAT, Rattus
norvegicus Q80WX8_RAT, Rattus norvegicus Q920Q1_ RAT, Rattus
norvegicus Q54A43_RAT, Rattus norvegicus Q80WYO_RAT, Rattus
norvegicus Q80WY4_RAT, Rattus norvegicus Q8CH85_RAT, Rattus
norvegicus Q8OWY5_ RAT, Rattus norvegicus GCYB1l_RAT, Rattus
norvegicus Q8CH90_RAT, Rattus norvegicus Q91XJ7_RAT, Rattus
norvegicus Q80WX9_RAT, Rattus norvegicus GCYB2_RAT, Rattus
norvegicus GCYA2_RAT, Canis familiaris Q4ZHR9_CANFA, BoOsS
taurus GCYB1_BOVIN, Sus scrofa Q4ZHR7_PIG, Gryllus
bimaculatus Q59HN5_GRYBI, Manduca sexta 077106_MANSE,
Manduca sexta 076340 MANSE, Apis mellifera QS5UAFO_APIME,
Apis mellifera Q5FANO_APIME, Apis mellifera Q6L5L6_APIME,
Anopheles gambiae cepa PEST Q7PYK9 ANOGA, Anopheles gambiae
cepa PEST Q7Q9W6_ANOGA, Anopheles gambiae cepa PEST
Q7QF3I ANOGA, Anopheles gambiae cepa PEST Q7PS01 ANOGA,
Anopheles gambiae cepa PEST Q7PFY2 ANOGA, Anopheles gambiae

Q7KQ93 ANOGA, Drosophila melanogaster Q24086 DROME,
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Drosophila melanogaster GCYH_DROME, Drosophila melanogaster

GCY8E_DROME, Drosophila melanogaster GCYDA_DROME,
Drosophila melanogaster GCYDB_DROME, Drosophila
melanogaster Q9VA09_DROME, Drosophila pseudoobscura
Q29CE1_DROPS, Drosophila pseudoobscura Q296C7_DROPS,
Drosophila pseudoobscura Q296C8_DROPS, Drosophila
pseudoobscura Q29BU7_DROPS, Aplysia californica
Q7YWK7_APLCA, Hemicentrotus  pulcherrimus Q95NKS_HEMPU,
Chlamydomonas reinhardtii, Q5YLC2_ CHLRE, Anabaena sp

Q8YUQ7 ANASP, Flavobacteria bacterium BBFL7 Q26GR8 9BACT,
Psychroflexus torquis ATCC 700755 Q1VQES_9FLAO,
proteobactéria marinha gama HTCC2207 Q1YPJ5_ 9GAMM,
proteobactéria marinha gama HTCC2207 Q1YTK4 9GAMM,
Caulobacter crescentus Q9A451_ CAUCR, Acidiphilium cryptum
JF-5 Q2DG60_ACICY, Rhodobacter sphaeroides Q3J0U9_RHOS4,
Silicibacter pomeroyi Q5LPV1_SILPO, Paracoccus
denitrificans PD1222, Q3PCé7_PARDE, Silicibacter sp TM1040
Q3QNY2_ 9RHOB, Jannaschia sp Q28ML8_JANSC, Magnetococcus Sp
MC-1 Q3XT27_9PROT, Legionella pneumophila Q5WXPO_LEGPL,
Legionella pneumophila Q5WT25 LEGPL, Legionella pneumophila
Q5X268 LEGPA, Legionella pneumophila Q5X2R2 LEGPA,
Legionella pneumophila subsp. pneumophila Q5ZWM9_LEGPH,
Legionella pneumophila subsp. pneumophila Q5zSQ8 LEGPH,
Colwellia psychrerythraea Q47Y43 COLP3, Pseudoalteromonas
atlantica T6C Q3CSZ5_ALTAT, Shewanella oneidensis
Q8EF49_SHEON, Saccharophagus degradans Q21E20_SACD2,
Saccharophagus degradans Q21ER7_SACD2, Vibrio angustum S14
Q1lZWES_9VIBR, Vibrio vulnificus Q8DAE2_VIBVU, Vibrio
alginolyticus 12G01 Q1lVCP6_ VIBAL, Vibrio sp DAT722

Q2FA22 9VIBR, Vibrio parahaemolyticus Q87NJ1_VIBPA, Vibrio



10

15

20

25

30

20/149

fischeri Q5EIF5 VIBF1, Vibrio vulnificus Q7MJS8 VIBVY,
Photobacterium sp SKA34 Q2C6Z5_9GAMM, Hahella chejuensis
Q2SFY7_ HAHCH, Oceanospirillum sp MED92 Q2BKVO0_9GAMM,
Oceanobacter sp RED65 Q1NO35_9GAMM, Desulfovibrio
desulfuricans Q310U7 DESDG, Halothermothrix orenii H 168
Q2AIWS5_9FIRM, Thermoanaerobacter tengcongensis
Q8RBX6_THETN, Caldicellulosiruptor saccharolyticus DSM 8903
Q2ZH17 CALSA, Clostridium acetobutylicum Q97E73_CLOAB,
Alkaliphilus metalliredigenes QYMF Q3C763_9CLOT,
Clostridium tetani Q899J9 CLOTE e Clostridium beijerincki
NCIMB 8052 Q2WVNO_CLOSE. Em algumas modalidades das
proteinas H-NOX isoladas, a proteina H-NOX ndo & sGC B1 H-
NOX C78S de R. norvegicus ou sGC 1 H-NOX C78E de R.
norvegicus. Em algumas modalidades das proteinas H-NOX
isoladas, a proteina H-NOX nio possui uma mutag¢do no motivo
Y-S-R, que inclui Tyrl35, Serl37 e Argl39 de H-NOX humana.
Em um aspecto, a invencdo apresenta um dcido nucléico
recombinante que codifica qualquer uma oOu mais das
proteinas H-NOX mutantes aqui descritas. Em modalidades
especificas, o acido nucléico inclui um segmento ou toda a
seqliiéncia de 4&cidos nucléicos de qualquer um dos &acidos
nucléicos mostrados nas FIGS. 2-4D ou 8A-8DD. Em algumas
modalidades, o Aacido nucléico codifica uma proteina de
fusdo que inclui um dominio de H-NOX e parte de outra
proteina ou outra proteina inteira, por exemplo, albumina
(por exemplo, albumina sérica humana) . Em algumas
modalidades, o Acido nucléico inclui pelo menos cerca de
50, 100, 150, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, ou mais
nucleotideos contiguos de um acido nucléico de H-NOX e

contém uma ou mais mutagdes (por exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6,
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7, 8, 9 ou 10 muta¢des), comparado com o acido nucléico de
H-NOX do qual foi derivado. Em varias modalidades, um acido
nucléico de H-NOX mutante contém menos do que cerca de
qualquer uma de 20, 15, 12, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3 ou 2
mutacdes, comparado com o &dcido nucléico de H-NOX do qual
foi derivado. A invengdo também apresenta variantes
degeneradas de gqualquer A&cido nucléico dque codifica uma
proteina H-NOX mutante.

Ainda em outro aspecto, a inven¢ao fornece um vetor
que inclui qualquer um ou mais dos acidos nucléicos de H-
NOX mutantes aqui descritos. Em outro aspecto, a invengao
apresenta uma célula gque inclui gqualquer um ou mais dos
ééidos nucléicos de H-NOX mutantes aqui descritos. Em um
aspecto, a invengdo apresenta uma célula gque inclui
qualquer vetor aqui descrito.

Em um aspecto, a invengdo apresenta um método de
produgio de uma proteina H-NOX. Esse método envolve o
cultivo de uma célula que possui um &cido nucléico que
codifica qualquer uma ou mais das proteinas H-NOX mutantes
aqui descritas, sob condigdes adequadas a4 produgdo da
proteina H-NOX mutante. Em algumas modalidades, a invengdao
ainda inclui a etapa de purificagdo da proteina H-NOX
mutante.

Em um aspecto, a invencdo apresenta composigdes
farmac@uticas que incluem uma ou mais proteinas H-NOX, por
exemplo, qualquer uma das proteinas H-NOX do tipo selvagem
ou mutantes aqui descritas. Em algumas modalidades, a
composigao farmacéutica inclui uma quantidade
farmaceuticamente aceitavel de uma proteina H-NOX aqui

descrita e um veiculo farmaceuticamente aceitavel. Em
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algumas modalidades, a constante de dissociagdo de O, da
proteina H-NOX €& entre cerca de 1 nM e cerca de 1 mM a
20°C, e a reatividade ao NO da proteina H-NOX é de menos do
que cerca de 700 s a 20°C (por exemplo, menos do que
cerca de 600 s}, 500 s}, 100 s™%, 20 s ou 1,8 s a 20°C).
Em algumas modalidades, a constante de dissociagdo de O da

-

proteina H-NOX €& entre cerca de 20 nM a cerca de 2 uM a

-

20°C, e a kqrs para oxigénio da proteina H-NOX e entre cerca
de 1,0 s' a cerca de 16,0 s' a 20°C. Em algumas
modalidades, a constante de dissociagdo de 0O, da proteina
H-NOX é entre cerca de 20 nM a cerca de 2 M a 20°C, e a
taxa de auto-oxidacdo de heme da proteina H-NOX é de menos
do que cerca de 1 h-! a 37°C. Em algumas modalidades, a
constante de dissociagdo de O, da proteina H-NOX & entre
cerca de 20 nM a cerca de 2 uM a 20°C, e a reatividade ao
NO da proteina H-NOX & de menos do que cerca de 700 st a
20°C (por exemplo, menos do que cerca de 600 s, 500 s*,
100 s°%, 20 s}, ou 1,8 s™* a 20°C). Em algumas modalidades,
a kosr para oxigénio da proteina H-NOX é entre cerca de 1,0
s ! a cerca de 16,0 st a 20°C, e a taxa de auto-oxidacgdo de
heme da proteina X & de menos do que cerca de 1 h™' a 37°C.
Em algumas modalidades, a kors para oxigénio da proteina H-
NOX & entre cerca de 1,0 s a cerca de 16,0 st a 20°C, e a
reatividade ao NO da proteina H-NOX & de menos do que cerca
de 700 ' a 20°C (por exemplo, menos do que cerca de 600 s’
1 500 s!, 100 s, 20 s ou 1,8 s a 20°C).

Em algumas modalidades, a invengao fornece uma
composigdo farmacéutica que inclui uma quantidade

farmaceuticamente aceitavel de uma proteina H-NOX e um

veiculo farmaceuticamente aceitéavel. Em algumas
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modalidades, a constante de dissociagdo de O, da proteina
H-NOX estd dentro de 2 ordens de magnitude daquela da
hemoglobina, e a reatividade ao NO da proteina H-NOX & pelo
menos 10 vezes menor do gque aquela da hemoglobina. Em
algumas modalidades, a Kkoes para oxigénio da proteina H-NOX
& entre cerca de 0,01 e cerca de 200 s a 20°C, em que a
reatividade ao NO da proteina H-NOX €& pelo menos 10 vezes
menor do que aquela da hemoglobina.

Em algumas modalidades das composigdes farmacéuticas,
a constante de dissociagdo de O, da proteina H-NOX esta
dentro de 2 ordens de magnitude daquela da hemoglobina alfa
de Homo sapiens, por exemplo, uma constante de dissociagédo
de O, entre 0,1 a 10 vezes ou entre 0,5 a 2 vezes a da
hemoglobina alfa de Homo sapiens. Em algumas modalidades
das composigdes farmacéuticas, a reatividade ao NO da

proteina H-NOX é& pelo menos 10 vezes menor do que aquela da

hemoglobina alfa de Homo sapiens como, por exemplo, pelo

‘menos 100 vezes ou 1.000 vezes menor do gue aquela da

hemoglobina alfa de Homo sapiens. Em algumas modalidades
das composi¢des farmacéuticas, a proteina H-NOX €& uma
proteina do tipo selvagem. Em algumas modalidades das
composigdes farmacéuticas, a proteina H-NOX €& uma proteina
mutante aqui descrita. Em varias modalidades das
composi¢des farmacéuticas, a proteina H-NOX possui pelo
menos uma mutacdo que altera a constante de dissociagdo de
0,, a kogs para oxigénio, a taxa de auto-oxidac¢do de heme, a
reatividade ao NO, a estabilidade ao NO, ou qualgquer duas
ou mais das citadas anteriormente, comparada com a de uma

proteina do tipo selvagem correspondente. Em algumas

modalidades das composi¢des farmacéuticas, a proteina H-NOX
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& uma selecionada do grupo que consiste em H-NOX do tipo
selvagem de T. tengcongensis, H-NOX I5A de T.
tengcongensis, H-NOX ISL de T. tengcongensis, H-NOX I5L-
P115A de T. tengcongensis, H-NOX WOF de T. tengcongensis,
H-NOX W9FY140L de T. tengcongensis, H-NOX WOF-Y140H de T.
tengcongensis, H-NOX W9F-N74A de T. tengcongensis, H-NOX
W9Y de T. tengcongensis, H-NOX WON de T. tengcongensis, H-
NOX W9H de T. tengcongensis, H-NOX N74E de T.
tengcongensis, H-NOX N74A de T. tengcongensis, H-NOX N74H
de T. tengcongensis, H-NOX N74A-Y140H de T. tengcongensis,
H-NOX F78Y-Y140F de T. tengcongensis, H-NOX F78Y/Y140L de
T. tengcongensis, H-NOX P1l15A de T. tengcongensis, H-NOX
R135Q de T. tengcongensis, H-NOX Y140F de T. tengcongensis,
H-NOX Y40L de T. tengcongensis, H-NOX Y140H de T.
tengcongensis, H-NOX Y140A de T. tengcongensis, I75F-His6
de T. tengcongensis, I75F de T. tengcongensis, L144F-His6
de T. tengcongensis, L144F de T. tengcongensis, 2 H-NOX
F142Y de L. pneumophilia, 1 H—NO>X do tipo selvagem de L.
pneumophilia, 2 H-NOX do tipo selvagem de L. pneumophilia,
2 F9W-F142Y de L. pneumophilia, H-NOX do tipo selvagem de
D. desulfuricans, H-NOX(728-899) de D. desulfuricans, H-NOX
v139L, de D. desulfuricans, B1 H-NOX do tipo selvagem de H.
sapiens, Bl I145Y de H. sapiens, B1(1-385) de H. sapiens,
B1(1-385) TI145Y de H. sapiens, p1(1-385) I145H de H.
sapiens, $1(1-194) de H. sapiens, P1(1-194) 1I145Y de H.
sapiens, B1(1-194) LOW-I145Y de H. sapiens, P2(1-217) de H.
sapiens, $2(1-217) Il42Y de H. sapiens, B1 H-NOX H105G de
H. sapiens, Pl H-NOX H1O05F de H. sapiens, Pl H-NOX do tipo
selvagem de R. norvegicus, B1(1-385) de R. norvegicus,

f1(1-385) I1l45Y de R. norvegicus, P1(1-385) TI145H de R.
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norvegicus, B1(1-194) de R. norvegicus, B1(1-194) TI145Y de
R. norvegicus, P1(1-194) LO9W-I145Y de R. norvegicus, B2(1-
217) de R. norvegicus, B2(1-217) I142Y de R. norvegicus, B1
H-NOX H105G de R. norvegicus, Bl H-NOX H1l05F de R.
norvegicus, H-NOX(1-175) de C. botulinum, H-NOX(1-186) de
C. botulinum, H-NOX do tipo selvagem de C. acetobutylicum,
H-NOX (1-197) de C. acetobutylicum, H-NOX(1-183) de C.
acetobutylicum, GCY-35 H-NOX do tipo selvagem de C.
elegans, H-NOX GCY-35(1-252) de C. elegans, B1 H-NOX do
tipo selvagem de D. melanogaster, CG14885-PA do tipo
selvagem de D. melanogaster, cG14886 do tipo selvagem de D.
melanogaster, CG4154 do tipo selvagem de D. melanogaster;
H-NOX do tipo selvagem de N. punctiforme, H-NOX do tipo
selvagem de C. crescentus, H-NOX do tipo selvagem de S.
oneidensis, H-NOX do tipo selvagem de M. musculus, H-NOX do
tipo selvagem de C. familiaris, H-NOX do tipo selvagem de
B. taurus, H-NOX do tipo selvagem de R. norvegicus; H-NOX
do tipo selvagem de X. laevis, H-NOX do tipo selvagem de O.
latipes, H-NOX do tipo selvagem de O. curivatus, H-NOX do
tipo selvagem de F. rubripes, H-NOX do tipo selvagem de A.
gambiae, H-NOX do tipo selvagem de M. sexta; gcy-31 do tipo
selvagem de C. elegans, gcy-32 de C. elegans, gcy-33 do
tipo selvagem de C. elegans, gcy-34 do tipo selvagem de C.
elegans, gcy-35 do tipo selvagem de C. elegans, gcy-36 do
tipo selvagem de C. elegans, gcy-37 do tipo selvagem de C.
elegans; H-NOX do tipo selvagem de V. cholera, H-NOX do
tipo selvagem de V. fischerii e H-NOX do tipo selvagem de
N. punctiforme. Em algumas modalidades das composigdes
farmacéuticas, a composigao farmacéutica inclui um ou mais

lipossomos ou nanoparticulas que incluem ou encapsulam a
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proteina H-NOX.

Em algumas modalidades das composigdes farmacéuticas,
a proteina H-NOX ndo & H-NOX Y140H de T. tengcongensis. Em
algumas modalidades das composigdes farmacéuticas, a
proteina H-NOX ndo & H-NOX Y40L de T. tengcongensis, H-NOX
F78Y/Y140L de T. tengcongensis, H-NOX do tipo selvagem de
T. tengcongensis ou 2 H-NOX F142Y de L. pneumophilia. Em
algumas modalidades das composigdes farmacéuticas, a
proteina H-NOX ndo é B2(1-217) de R. norvegicus, p1(1-194)
de R. norvegicus, P1(1-385) de R. norvegicus ou B1(1-385)
I145Y de R. norvegicus. Em algumas modalidades das
composigdes farmacéuticas, a proteina H-NOX nao é H-NOX WOF
de T. tengcongensis, H-NOX Y140F de T. tengcongensis ou B1
H-NOX (1-385) I145Y de H. sapiens. Em algumas modalidades,
proteina H-NOX ndo €& H-NOX Y140H de T. tengcongensis, B1
I140Y de H. sapiens ou Pl I145Y de H. sapiens. Em algumas
modalidades das composigdes farmacéuticas, a proteina H-NOX
nio & H-NOX Y140F de T. tengcongensis, 2 H-NOX do tipo
selvagem de L. pneumophilia, B1 H-NOX I140Y de H. sapiens,
f1 H-NOX do tipo selvagem de H. sapiens, sGC B1 H-NOX (1-
385) de R. norvegicus, s8GC B1 H-NOX (1-385) 1I145Y de R.
norvegicus, sGC Bl H-NOX H105G de R. norvegicus, sGC Bl H-
NOX H105F de R. norvegicué, B1 H-NOX I145Y de R. norvegicus
sGC, P1 H-NOX do tipo selvagem de R. norvegicus, 1 H-NOX
do tipo selvagem de D. melanogaster, CG14885-PA do tipo
selvagem de D. melanogaster H-NOX, GCY-35 H-NOX do tipo
selvagem de C. elegans, H-NOX do tipo selvagem de N.
punctiforme, H-NOX do tipo selvagem de C. crescentus, H-NOX
do tipo selvagem de S. oneidensis ou H-NOX do tipo selvagem

de C. acetobutylicum. Em algumas modalidades das
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composi¢des farmacéuticas, a proteina H-NOX ndo é H-NOX
Y40L de T. tengcongensis, H-NOX F78Y/Y140L de T.
tengcongensis, H-NOX WIF de T. tengcongensis, H-NOX Y140F
de T. tengcongensis, H-NOX do tipo selvagem de T.
tengcongensis, 2 H-NOX F142Y de L. pneumophilia, 2 H-NOX do
tipo selvagem de L. pneumophilia, Bl H-NOX TI140Y de H.
sapiens, Bl I145Y de H. sapiens, B1 H-NOX do tipo selvagem
de H. sapiens, sGC Pl H-NOX (1-385) de R. norvegicus, sGC
1 H-NOX (1-385) I145Y de R. norvegicus, sGC Bl H-NOX H105G
de R. norvegicus, sGC Bl H-NOX H 105F de R. norvegicus, B1
H-NOX I145Y de R. norvegicus sGC, Bl H-NOX do tipo selvagem
de R. norvegicus, f1 H-NOX do tipo selvagem de D.
melanogaster, CG 14885-PA H-NOX do tipo selvagem de D.
melanogaster, GCY-35 H-NOX do tipo selvagem de C. elegans,
H-NOX do tipo selvagem de N. punctiforme, H-NOX do tipo
selvagem de C. crescentus, H-NOX do tipo selvagem de S.
oneidensis ou H-NOX do tipo selvagem de C. acetobutylicum.
Em algumas modalidades das composigdes farmacéuticas, a
proteina H-NOX ndo é qualquer uma das proteinas H-NOX
seguintes gue estdo listadas pelo nome de seu gene, seguido
pela abreviatura de sua espécie e Identificadores no
Genbank (por exemplo, as seguintes sequéncias de proteinas

disponiveis em 21 de maio de 2006; 22 de maio de 2006; 21

de maio de 2007; ou 22 de maio de 2007) :
Npun5905_Npu_23129606, alr2278 Ana 17229770,
S02144_ Sone_24373702, Mdeg1343 Mde_ 23027521,
VCA0720_Vch_ 15601476, CC2992 Ccr_ 16127222,
Rsph2043_Rhsp_22958463 (gi: 46192757),
Mmc10739_Mcsp_22999020, Tar4_Tte_20807169,
Ddes2822 Dde_23475919, CAC3243 Cac_ 15896488, gcy-
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31 Ce_17568389, CG14885 Dm_24647455, GUCY1B3 Hs 4504215,
HpGCS-betal Hpul 14245738, Gycbetal0O0B_Dm_ 24651577,
CG4154 Dm 24646993 (gi: NP_650424.2, gi: 62484298), gcy-
32 Ce 13539160, gcy-36_Ce_17568391 (gi: 32566352, gi:
86564713) , gcy-35 Ce-17507861 (gi: 71990146), gcy-
37 Ce_ 17540904 (gi: 71985505), GCYla3_Hs_ 20535603,
GCYlo2-Hs 899477 ou GYCa-99B_Dm_729270 (gi: 68067738)
(Lakshminarayan e cols. (2003), “Ancient conserved domains
shared by animal soluble guanylyl cyclases and bacterial
signaling proteins”, BMG Genomics 4: 5-13) . As abreviagdes
de espécies usadas nesses nomes incluem: Ana = Anabaena Sp;
Ccr = Caulobacter crescentus; Cac = Clostridium
acetobutylicum; Dde = Desulfovibrio desulfuricans; Mcsp =
Magnetococcus sp.; Mde = Microbulbifer degradans; Npu =
Nostoc punctiforme; Rhsp = Rhodobacter sphaeroides; Sone =
Shewanella oneidensis; Tte = Thermoanaexrobacter
tengcongensis; Vch = Vibrio cholerae; Ce = Caenorhabditis
elegans; Dm = Drosophila melanogaster; Hpul = Hemicentrotus
pulcherrimus; Hs = Homo sapiens. Em algumas modalidades das
composi¢des farmacéuticas, a proteina H-NOX ndo é sGC B1 H-
NOX C78S de R. norvegicus ou sGC B1 H-NOX C78E de R.
norvegicus. Em algumas modalidades das composigdes
farmacéuticas, a proteina H-NOX ndo é gqualgquer uma das
proteinas H-NOX seguintes que estao listadas por seu nome
do organismo e numero de acesso na base de dados Pfam (por
exemplo, as seguintes seqiéncias de proteinas disponiveis
em 21 de maio de 2006; 22 de maio de 2006; 17 de maio de
2007; 21 de maio de 2007; ou 22 de maio de 2007):
Caenorhabditis briggsae Q622M5_CAEBR, Caenorhabditis

briggsae Q61P44 CAEBR, Caenorhabditis briggsae
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Q61R54_CAEBR, Caenorhabditis briggsae Q61V90_CAEBR,
Caenorhabditis briggsae Q61A94 CAEBR, Caenorhabditis
briggsae Q60TP4_CAEBR, Caenorhabditis briggsae
Q60M10_CAEBR, Caenorhabditis elegans GCY37_ CAEEL,

Caenorhabditis elegans GCY31_ CAEEL, Caenorhabditis elegans
GCY36_CAEEL, Caenorhabditis elegans GCY32_ CAEEL,
Caenorhabditis elegans GCY35_CAEEL, Caenorhabditis elegans
GCY34 CAEEL, Caenorhabditis elegans GCY33_CAEEL, Oryzias
curvinotus Q7TO40_ORYCU, Oryzias curvinotus Q75 WFO0_ORYCU,
Oryzias latipes P79998_ORYLA, Oryzias latipes Q7ZSZ5_ORYLA,
Tetraodon nigroviridis Q4SW38_TETNG, Tetraodon nigroviridis
Q4RZ94 TETNG, Tetraodon nigroviridis Q4S6KS_TETNG, Fugu
rubripes Q90VY5_ FUGRU, Xenopus laevis Q6INK9 XENLA, Homo
sapiens Q5T8J7_HUMAN, Homo sapiens GCYA2_HUMAN, Homo
sapiens GCYB2_ HUMAN, Homo sapiens GCYB1_HUMAN, Gorilla
gorilla Q9N193_ 9PRIM, Pongo pygmaeus QSRAN8_PONPY, Pan
troglodytes Q9N192 PANTR, Macaca mnmulatta Q9N194 MACMU,
Hylobates lar Q9N191 HYLLA, Mus musculus Q8BXH3_MOUSE, Mus
musculus GCYBI MOUSE, Mus musculus Q3UTI4_MOUSE, Mus
musculus Q3UH83 MOUSE, Mus musculus Q6XE41 MOUSE, Mus
musculus Q80YP4_MOUSE, Rattus norvegicus Q80WX7_RAT, Rattus
norvegicus Q80WX8_RAT, Rattus norvegicus Q920Q1 RAT, Rattus
norvegicus Q54A43_RAT, Rattus norvegicus Q80WYO_RAT, Rattus
norvegicus Q80WY4_ RAT, Rattus norvegicus Q8CH85_RAT, Rattus
norvegicus Q80WY5_RAT, Rattus norvegicus GCYB1l_RAT, Rattus
norvegicus Q8CH90_RAT, Rattus norvegicus Q91XJ7_RAT, Rattus
norvegicus Q80WX9_RAT, Rattus norvegicus GCYB2_RAT, Rattus
norvegicus GCYA2_RAT, Canis familiaris Q4ZHR9_CANFA, Bos
taurus GCYB1_ BOVIN, Sus scrofa Q4ZHR7_PIG, Gryllus

bimaculatus Q59HN5_GRYBI, Manduca sexta 077106_MANSE,
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Manduca sexta 076340 MANSE, Apis mellifera QSUAFO_APIME,
Apis mellifera Q5FANO_APIME, Apis mellifera Q6L5L6_APIME,
Anopheles gambiae cepa PEST Q7PYK9 ANOGA, Anopheles gambiae
cepa PEST Q7Q9W6_ANOGA, Anopheles gambiae cepa PEST
Q7QF31 ANOGA, Anopheles gambiae cepa PEST Q7PS01_ANOGA,
Anopheles gambiae cepa PEST Q7PFY2 ANOGA, Anopheles gambiae
Q7KQ93_ANOGA, Drosophila melanogaster Q24086_DROME,

Drosophila melanogaster GCYH_DROME, Drosophila melanogaster

GCY8E_DROME, Drosophila melanogaster GCYDA_ DROME,
Drosophila melanogaster GCYDB_DROME, Drosophila
melanogaster Q9VAO09_ DROME, Drosophila pseudoobscura
Q29CE1l_DROPS, Drosophila pseudoobscura Q296C7_DROPS,
Drosophila pseudoobscura Q296C8_DROPS, Drosophila
pseudoobscura Q29BU7_DROPS, Aplysia californica
Q7YWK7_APLCA, Hemicentrotus pulcherrimus Q95NK5_HEMPU,

Chlamydomonas reinhardtii, Q5YLC2_ CHLRE, Anabaena sp Q8YUQ7
ANASP, Flavobacteria bacterium BBFL7 Q26GRS8 9BACT,
Psychroflexus torquis ATCC 700755 . Q VQES5 9FLAO,
proteobactéria marinha gama HTCC2207 Q1YPJ5_ 9GAMM,
proteobactéria marinha gama HTCC2207 QIYTK4 9GAMM,
caulobacter crescentus Q9A451 CAUCR, Acidiphilium cryptum
JF-5 Q2DG60 ACICY, Rhodobacter sphaeroides Q3J0U9 RHOS4,
Silicibacter pomeroyi QSLPV1_SILPO, Paracoccus
denitrificans PD1222, Q3PC67_PARDE, gilicibacter sp TMI 040
Q3QNY2 9RHOB, Jannaschia sp Q28ML8_JANSC, Magnetococcus Sp
MC-1 Q3XT27_9PROT, Legionella pneumophila Q5WXPO LEGPL,
Legionella pneumophila QSWTZ5_LEGPL, Legionella pneumophila
Q5X268_LEGPA, Legionella pneumophila Q5X2R2_LEGPA,
Legionella pneumophila subsp. pneumophila Q5ZWM9 _LEGPH,

Legionella pneumophila subsp. pneumophila Q57SQ8 LEGPH,
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Colwellia psychrerythraea Q47Y43_COLP3, Pseudoalteromonas
atlantica TéC Q3CSZ5_ ALTAT, Shewanella oneidensis
Q8EF49 SHEON, Saccharophagus degradans Q21E20_ SACD2,
Saccharophagus degradans Q21ER7_SACD2, Vibrio angustum S14
Q1ZWES_ 9VIBR, Vibrio vulnificus Q8DAE2 VIBVU, Vibrio
alginolyticus 12G01 Q1VCP6_ VIBAL, Vibrio sp DAT722
Q2FA22 9VIBR, Vibrio parahaemolyticus Q87NJ1l_VIBPA, Vibrio
fischeri QS5E1F5 VIBF1, Vibrio wvulnificus Q7MJS8 VIBVY,
Photobacterium sp SKA34 Q2C6Z5_9GAMM, Hahella chejuensis
Q2SFY7_ HAHCH, Oceanospirillum sp MED92 Q2BKVO_9GAMM,
Oceanobacter sp RED65 Q1NO35_ 9GAMM, Desulfovibrio
desulfuricans Q310U7 DESDG, Halothermothrix orenii H 168
Q2AIWS_9FIRM, Thermoanaerobacter tengcongensis
Q8RBX6_ THETN, Caldicellulosiruptor saccharolyticus DSM 8903
Q2ZH17_ CALSA, Clostridium acetobutylicum Q97E73_CLOAB,
Alkaliphilus metalliredigenes QYMF Q3C763_9CLOT,
Clostridium tetani Q899J9 CLOTE e Clostridium beijerincki
NCIMB 8052 Q2WVNO_CLOBE. Em algumas modalidades das
composig¢des farmacéuticas, a proteina H-NOX ndao possui uma
mutac¢cdo no motivo Y-S-R, que inclui Tyrl35, Serl37 e Argl39
de H-NOX humana.

A menos gque observado explicitamente ou ditado pelo
contexto, todas as proteinas H-NOX do tipo selvagem e
mutantes aqui descritas podem ser usadas em gqualgquer uma
das composic¢des farmacéuticas aqui descritas. A proteina H-
NOX pode ter ou ndo heme e/ou oxigénio ligado, e pode estar
ligada covalentemente ou nio a outra molécula ou porgao
como, por exemplo, peolietileno glicol. Em algumas
modalidades, a proteina H-NOX & uma proteina de fusdo que

inclui um dominio de H-NOX e parte de outra proteina ou
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outra proteina inteira, por exemplo, albumina (por exemplo,
albumina sérica humana) .

Em um aspecto, a invengdo fornece métodos de liberagao
de oxigénio a um individuo (por exemplo, um mamifero como,
por exemplo, um primata (por exemplo, um ser humano, um
macaco, um gorila, um chipanzé, um lémure etc.), um bovino,
um eqiiino, um suino, um canino ou um felino) com o uso de
uma proteina H-NOX. Em algumas modalidades, © individuo
sofre ou esta em risco de apresentar uma doenga
cardiovascular, uma doenga neurolégica, hipdxia tumoral,
uma pexrda sanguinea ou um ferimento. Indicagdes
cardiovasculares exemplares incluem infarto do miocardio
(por exemplo, infarto do miocardio com elevagdo do segmento
sT) , cardioplegia, anemia falciforme, isquemia
peroperatdria, oclusdo vascular periférica e angioplastia.
Indicagdes neuroldégicas exemplares incluem acidente
vascular cerebral isquémico, 1lesdo cerebral traumdtica e
lesdo da medula espinhal. Para O tratamento de hipdxia
tumoral, as proteinas H-NOX podem ser usadas, por exemplo,
como um adjuvante da radioterapia em tumores sélidos (porxr
exemplo, individuos com progndstico pré-metastatico ruim)
ou como um adjuvante da terapia com PDT em tumores de
superficie (por exemplo, céncer de cdlon, pulmdo ou cuténeo
ou cancer em outra superficie ou localizagdo acessivel) . Aa
aplicagdes das proteinas H-NOX como alternativa a
transfusdo sanguinea incluem trauma (por exemplo, no campo
de batalha, alivio em desastres ou acidentes), cirurgia
(por exemplo, cirurgia de aneurisma abdominal, cirurgia
ortopédica como, Ppor exemplo, cirurgia de substituigdo do

quadril, ou qualquer outra cirurgia gue produza grande
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perda sanglinea) , hemorragias, choque hemorragico,
hemodiluicio e usos intensos de sangue (por exemplo,
suplementagdo de autodoagdo). Exemplos de aplicag¢bes no
cuidado de ferimentos incluem o cuidado de feridas pés-
radiacdo (por exemplo, efeito do oxigénio hiperbéarico),
reparo pds-cirdrgico, reparo de Glcera diabética e feridas
por queimadura.

Consequentemente, em algumas modalidades, a invengdo
fornece um método de liberagdo de oxigénio a um individuo
(por exemplo, um ser humano) pela administragdao a um
individuo que dela necessita de uma proteina H-NOX em uma
quantidade suficiente para liberar uma quantidade eficaz de
oxigénio ao individuo. Em algumas modalidades, a constante
de dissociagdo de O, da proteina H-NOX é entre cerca de 1
nM a cerca de 1 mM a 20°C, e a reatividade ao NO da
proteina H-NOX & de menos do que cerca de 700 s a 20°C
(por exemplo, menos do que cerca de 600 s', 500 s, 100 s~
1 20 s ou 1,8 s' a 20°C). Em algumas modalidades, a
constante de dissociagdo de O, da proteina H-NOX esta
dentro de 2 ordens de magnitude daquela da hemoglobina, e a
reatividade ao NO da proteina H-NOX é pelo menos 10 vezes
menor do que aquela da hemoglobina.

Em algumas modalidades dos métodos, O oxigénio esta
ligado & proteina H-NOX, antes da administragdo da proteina
H-NOX ao individuo. Em algumas modalidades dos métodos, o
oxigénio ndo estd 1ligado a4 proteina H-NOX, antes da
administrac¢do da proteina H-NOX ao individuo, e a proteina
H-NOX transporta oxigénio de uma localizacdo no individuo
para outra localizagdo no individuo. Em algumas modalidades

P

dos métodos, a proteina H-NOX & administrada no sangue do
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individuo. Em algumas modalidades dos métodos, a proteina
H-NOX é administrada no sangue, em um ferimento, em um
tumor, em um tecido hipdéxico ou em um Orgdo hipéxico do
individuo. Em algumas modalidades dos métodos, o individuo
sofre ou esta em risco de apresentar uma perda sanglinea.
Em algumas modalidades dos métodos, a proteina H-NOX &
administrada ao individuo pelo menos duas vezes.

Em algumas modalidades dos métodos, a constante de
dissociacdo de O, da proteina H-NOX esta dentro de 2 ordens
de magnitude daquela da hemoglobina alfa de Homo sapiens,
por exemplo, uma constante de dissociagdo de O, entre 0,1 a
10 vezes ou entre 0,5 a 2 vezes a da hemoglobina alfa de
Homo sapiens. Em algumas modalidades dos métodos, a
reatividade ao NO da proteina H-NOX é pelo menos 10 vezes
menor do que agquela da hemoglobina alfa de Homo. sapiens
como, por exemplo, pelo menos 100 vezes ou 1.000 wvezes
menor do que agquela da hemoglobina alfa de Homo sapiens. Em
algumas modalidades dos métodos, a proteina H-NOX €& uma
proteina do tipo selvagem. Em algumas modalidades dos
métodos, a proteina H-NOX €& uma proteina mutante aqui
descrita. Em varias modalidades dos métodos, a proteina H-
NOX possui pelo menos uma mutacdo que altera a constante de
dissociacgdo de O3, a Kosf para o oxigénio, a taxa de auto-
oxidagao de heme, a reatividade ao NO, ou qualgquer duas ou
mais das citadas anteriormente, comparada com a de uma
proteina do tipo selvagem correspondente. Em algumas
modalidades dos métodos, a proteina H-NOX é uma selecionada
do grupo que consiste em H-NOX do tipo selvagem de T.

tengcongensis, H-NOX I5A de T. tengcongensis, H-NOX I5L de

T. tengcongensis, H-NOX ISL-P115A de T. tengcongensis, H-
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NOX W9F de T. tengcongensis, H-NOX W9F-Y140L de T.
tengcongensis, H-NOX W9F-Y140H de T. tengcongensis, H-NOX
WOF-N74A de T. tengcongensis, H-NOX WoY de T.
tengcongensis, H-NOX WON de T. tengcongensis, H-NOX W9H de
T. tengcongensis, H-NOX N74E de T. tengcongensis, H-NOX
N74A de T. tengcongensis, H-NOX N74H de T. tengcongensis,
H-NOX N74A-Y140H de T. tengcongensis, H-NOX F78Y-Y140F de
T. tengcongensis, H-NOX F78Y/Y140L de T. tengcongensis, H-
NOX P115A de T. tengcongensis, H-NOX R135Q de T.
tengcongensis, H-NOX Y140F de T. tengcongensis, H-NOX Y40L
de T. tengcongensis, H-NOX Y140H de T. tengcongensis, H-NOX
Y140A de T. tengcongensis, I175F-Hisé de T. tengcongensis,
I75F de T. tengcongensis, L144F-His6é de T. tengcongensis,
L144F de T. tengcongensis, 2 H-NOX F142Y de L.
pneumophilia, 1 H-NOX do tipo selvagem de L. pneumophilia,
2 H-NOX do tipo selvagem de L. pneumophilia, 2 FO9W-F142Y de
L. pneumophilia, H-NOX do tipo selvagem de D.
desulfuricans, H-NOX(728-899) de D. desulfuricans, H-NOX
v139L de D. desulfuricans, Bl H-NOX do tipo selvagem de H.
sapiens, Pl I145Y de H. sapiens, B1(1-3 85) de H. sapiens,
Bl1(1-385) 1I145Y de H. sapiens, B1(1-385) 1I145H de H.
sapiens, PB1(1-194) de H. sapiens, B1(1-194) 1I145Y de H.
sapiens, P1(1-194) L9W-I145Y de H. sapiens, B2(1-217) de H.
sapiens, P2(1-217) I142Y de H. sapiens, PB1 H-NOX H105G de
H. sapiens, P1 H-NOX H105F de H. sapiens, Pl H-NOX do tipo
selvagem de R. norvegicus, B1(1-385) de R. norvegicus,
B1(1-385) I145Y de R. norvegicus, p1(1-385) I1l45H de R.
norvegicus, P1(1-194)R. norvegicus, B1(1-194)I145Y de R.
norvegicus, B1(1-194) L9W-I145Y de R. norvegicus, P2(1-217)

de R. norvegicus, PB2(1-217) I142Y de R. norvegicus, B1 H-
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NOX H105G de R. norvegicus, 1 H-NOX H105F de R.
norvegicus, H-NOX(1-175) de C. botuiinum, H-NOX(1-186) de
C. botulinum, H-NOX do tipo selvagem de C. acetobutylicum,
H-NOX (1-197) de C. acetobutylicum, H-NOX(1-183) de C.
acetobutylicum, GCY35 H-NOX do tipo selvagem de C. elegans,
H-NOX GCY-35(1-252) de C. elegans, 1 H-NOX do tipo
selvagem de D. melanogaster, CG14885-PA do tipo selvagem de
D. melanogaster, CG14886 do tipo selvagem de D.
melanogaster, CG4154 do tipo selvagem de D. melanogaster;
H-NOX do tipo selvagem de N. punctiforme, H-NOX do tipo
selvagem de C. crescentus, H-NOX do tipo selvagem de S.
oneidensis, H-NOX do tipo selvagem de M. musculus, H-NOX do
tipo selvagem de C. familiaris, H-NOX do tipo selvagem de
B. taurus, H-NOX do tipo selvagem de R. norvegicus, H-NOX
do tipo selvagem de X. laevis, H-NOX do tipo selvagem de O.
latipes, H-NOX do tipo selvagem de O. curivatus, H-NOX do
tipo selvagem de F. rubripes, H-NOX do tipo selvagem de A.
gambiae, H-NOX do tipo selvagem de M. sexta; gcy-31 do tipo
selvagem de C. elegans, gcy-32 de C. elegans, gcy-33 do
tipo selvagem de C. elegans, gcy-34 do tipo selvagem de C.
elegans, gcy-35 do tipo selvagem de C. elegans, gcy-36 do
tipo selvagem de C. elegans, gcy-37 do tipo selvagem de C.
elegans; H-NOX do tipo selvagem de V. cholera, H-NOX do
tipo selvagem de V. fischerii e H-NOX do tipo selvagem de
N. punctiforme. Em algumas modalidades dos métodos, um ou
mais lipossomos ou nanoparticulas incluem ou encapsulam a
proteina H-NOX.

Em aigumas modalidades dos métodos, a proteina H-NOX
nio é H-NOX Y140H de T. tengcongensis. Em algumas

modalidades dos métodos, a proteina H-NOX ndo & H-NOX Y40L
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de T. tengcongensis, H-NOX F78Y/Y140L de T. tengcongensis,
H-NOX do tipo selvagem de T. tengcongensis ou 2 H-NOX F142Y
de L. pneumophilia. Em algumas modalidades dos métodos, a
proteina H-NOX ndo & B2(1-217) de R. norvegicus, B1(1-194)
de R. norvegicus, P1(1-385) de R. norvegicus ou PB1(1-385)
I145Y de R. norvegicus. Em algumas modalidades dos métodos,
a proteina H-NOX ndo € H-NOX WOF de T. tengcongensis, H-NOX
Y140F de T. tengcongensis ou Pl H-NOX (1-385) TI145Y de H.
sapiens. Em algumas modalidades, a proteina H-NOX nao é H-
NOX Y140H de T. tengcongensis, Pl I140Y de H. sapiens ou B1
I145Y de H. sapiens. Em algumas modalidades dos métodos, a
proteina H-NOX ndo & H-NOX Y140F de T. tengcongensis, 2 H-
NOX do tipo selvagem de L. pneumophilia, 1 H-NOX I140Y de
H. sapiens, Bl H-NOX do tipo selvagem de H. sapiens, R.
norvegicus sGC Pl H-NOX (1-385), sGC 1 H-NOX (1-385) I1l45Y
de R. norvegicus, sGC Bl H-NOX H105G de R. norvegicus, sGC
1 H-NOX H1O0S5F de R. norvegicus, Pl H-NOX I145Y de R.
norvegicus sGC, Bl H-NOX do tipo selvagem de R. norvegicus,
Bl H-NOX do tipo selvagem de D. melanogaster, CG14885-PA do
tipo selvagem de D. melanogaster H-NOX, GCY-35 H-NOX do
tipo selvagem de Cc. elegans, H-NOX do tipo selvagem de N.
punctiforme, H-NOX do tipo selvagem de C. crescentus, H-NOX
do tipo selvagem de S. oneidensis ou H-NOX do tipo selvagem
de C. acetobutylicum. Em algumas modalidades dos métodos, a
proteina H-NOX ndo €& H-NOX Y40L de T. tengcongensis, H-NOX
F78Y/Y140L de T. tengcongensis, H-NOX WOF de T.
tengcongensis, H-NOX Y140F de T. tengcongensis, H-NOX do
tipo selvagem de T. tengcongensis, 2 H-NOX F142Y de L.
pneumophilia, 2 H-NOX do tipo selvagem de L. pneumophilia,

Bl H-NOX I140Y de H. sapiens, Pl I145Y de H. sapiens, Bl H-
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NOX do tipo selvagem de H. sapiens, sGC f1 H-NOX (1-385) de
R. norvegicus, sGC Pl H-NOX (1-385) I145Y de R. norvegicus,
sSGC Bl H-NOX H105G de R. norvegicus, R. norvegicus. sGC B1
H-NOX H105F, Pl H-NOX I145Y de R. norvegicus sGC, B1 H-NOX
do tipo selvagem de R. norvegicus, Bl1 H-NOX do tipo
selvagem de D. melanogaster, CG14885-PA do tipo selvagem de
D. melanogaster H-NOX, GCY-35 H-NOX do tipo selvagem de C.
elegans, H-NOX do tipo selvagem de N. punctiforme, H-NOX do
tipo selvagem de C. crescentus, H-NOX do tipo selvagem de
S. oneidensis ou H-NOX do tipo selvagem de C.
acetobutylicum. Em algumas modalidades dos métodos, a
proteina H-NOX ndo €& gqualquer uma das proteinas H-NOX
seguintes que estdo listadas pelo nome de seu gene, seguido
pela abreviatura de sua espécie e Identificadores no
Genbank (por exemplo, as seguintes seqiiéncias de proteinas

disponiveis em 21 de maio de 2006; 22 de maio de 2006; 21

de maio de 2067; ou 22 de maio de 2007) :
Npun5905_ Npu_ 23129606, alr2278 Ana_ 17229770,
S02144 Sone_24373702, Mdegl343 Mde 23027521,
VCA0720 Vch 15601476, ' ©C2992 Ccr 16127222,
Rsph2043 Rhsp 22958463 (gi: 46192757),
Mmcl0739 Mcsp_22999020, . Tar4_ Tte_ 20807169,
Ddes2822 Dde_ 23475919, CAC3243 Cac_15896488, gcy-

31 Ce 17568389, (014885 _Dm_24647455, GUCY1B3_Hs_4504215,
HpGCS-betal Hpul 14245738, GycbetalOOB Dm 24651577,
CG4154 Dm 24646993 (gi: NP_650424.2, gi: 62484298), gcy-
32 Ce 13539160,gcy-36_Ce 17568391 (gi: 32566352, gi:
86564713), gcy-35_Ce-17507861 (gi: 71990146), gcy-37_Ce_ 1l
7540904 (gi: 71985505), GCYla3_Hs_20535603, GCYla2-Hs

899477 ou GYCa-99B Dm_729270 (gi: 68067738) (Lakshminarayan
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e cols. (2003), “Ancient conserved domains shared by animal
soluble guanylyl cyclases and bacterial signaling
proteins”, BMG Genomics 4: ©5-13). As abreviagdes de
espécies usadas nesses nomes incluem: Ana = Anabaena Sp;
Ccr = Caulobacter crescentus; Cac = Clostridium
acetobutylicum; Dde = Desulfovibrio desulfuricans; Mcsp =
Magnetococcus sp.; Mde = Microbulbifer degradans; Npu =
Nostoc punctiforme; Rhsp = Rhodobacter sphaeroides; Sone =
Shewanella oneidensis; Tte = Thermoanaerobacter
tengcongensis; Vch = Vibrio cholerae; Ce = Caenorhabditis
elegans; Dm = Drosophila melanogaster; Hpul = Hemicentrotus
pulcherrimus; Hs = Homo sapiens. Em algumas modalidades dos
métodos; a proteina H-NOX ndo & qualquer uma das proteinas
H-NOX seguintes que estao listadas por seu nome do
organismo e namero de acesso na base de dados Pfam (por
exemplo, as seguintes seqiéncias de proteinas disponiveis
em 21 de maio de 2006; 22 de maio de 2006; 17 de maio de

2007; 21 de mwmaio de 2007; ou 22 de maio de 2007):

Caenorhabditis briggsae Q622M5_CAEBR, Caenorhabditis
briggsae Q61P44_ CAEBR, Caenorhabditis briggsae
Q61R54 CAEBR, Caenorhabditis briggsae Q61  V90_CAEBR,
Caenorhabditis briggsae Q61 A94_ CAEBR, Caenorhabditis
briggsae Q60TP4_CAEBR, Caenorhabditis briggsae
Q60M10_CAEBR, Caenorhabditis elegans GCY37_CAEEL,

Caenorhabditis elegans GCY31_CAEEL, Caenorhabditis elegans
GCY36_CAEEL, Caenorhabditis elegans GCY32_ CAEEL,
Caenorhabditis elegans GCY35_CAEEL, Caenorhabditis elegans
GCY34 CAEEL, Caenorhabditis elegans GCY33_ CAEEL, Oryzias
curvinotus Q7T040 ORYCU, Oryzias curvinotus Q75 WFO0_ORYCU,

Oryzias latipes P79998_ORYLA, Oryzias latipes Q728725 _ORYLA,
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Tetraodon nigroviridis Q4SW38_TETNG, Tetraodon nigroviridis

Q4RZ94_ TETNG, Tetraodon nigroviridis Q4S6K5_TETNG, Fugu

rubripes Q90VY5_ FUGRU, Xenopus laevis Q6INK9_XENLA, Homo

sapiens Q5T8J7_HUMAN, Homo sapiens GCYA2_HUMAN, Homo
sapiens GCYB2_HUMAN, Homo sapiens GCYBl_HUMAN, Gorilla
gorilla Q9N193 9PRIM, Pongo pygmaeus QS5RAN8_ PONPY, Pan

troglodytes Q9N 192 PANTR, Macaca mulatta Q9N194_MACMU,

Hylobates lar Q9N191 HYLLA, Mus musculus Q8BXH3_MOUSE, Mus

musculus GCYB1l_MOUSE, Mus musculus Q3UTI4_MOUSE, Mus
musculus Q3UH83_MOUSE, Mus musculus Q6XE41_MOUSE, Mus
musculus Q80YP4_ MOUSE, Rattus norvegicus Q8OWX7_RAT, Rattus
norvegicus Q80WX8_RAT, Rattus norvegicus Q920Q1_RAT, Rattus
norvegicus Q54A43_RAT, Rattus norvegicus Q80WYO_RAT, Rattus
norvegicus Q80WY4 RAT, Rattus norvegicus Q8CH85 RAT, Rattus
norvegicus Q8OWY5_RAT, Rattus norvegicus GCYB 1_RAT, Rattus
norvegicus Q8CH90_RAT, Rattus norvegicus Q91XJ7_RAT, Rattus
norvegicus Q80WX9_ RAT, Rattus norvegicus GCYB2_RAT, Rattus
norvegicus GCYA2_ RAT, Canis familiaris Q4ZHR9_CANFA, Bos
taurus GCYB1_ BOVIN, Sus scrofa Q4ZHR7_PIG, Gryllus
bimaculatus Q59HN5_GRYBI, Manduca sexta 077106_MANSE,

Manduca sexta 076340 MANSE,

Apis mellifera QSFANO_APIME,

Apis mellifera QSUAFO_APIME,

Apis mellifera Q6L5L6_APIME,

Anopheles gambiae cepa PEST Q7PYK9 ANOGA, Anopheles

cepa

Q7QF31_ ANOGA,
Anopheles gambiae
Q7KQ93_ ANOGA,

Drosophila mel

GCYS8E_DROME,

Drosophila

PEST

Q7Q9W6_ANOGA,

Anopheles gambiae

Drosophila

Drosophila

melanogaster

Anopheles

melanogaster

melanogaster

GCYDB_DROME,

gambiae

cepa PEST

cepa

gambiae

PEST

Q7PSO1_ANOGA,
cepa PEST Q7PFY2_ANOGA, Anopheles gambiae
Q24086 DROME,

anogaster GCYH_DROME, Drosophila melanogaster
GCYDA DROME,

Drosophila
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melanogaster Q9VAO09_ DROME, Drosophila pseudoobscura
Q29CE1_DROPS, Drosophila pseudoobscura Q296C7_DROPS,
Drosophila pseudoobscura Q296C8_DROPS, Drosophila
pseudoobscura Q29BU7_DROPS, Aplysia californica
Q7YWK7_APLCA, Hemicentrotus pulcherrimus Q95NK5_HEMPU,
Chlamydomonas reinhardtii Q5YLC2_ CHLRE, Anabaena sp

Q8YUQ7 ANASP, Flavobacteria bacterium BBFL7 Q26GR8_9BACT,
Psychroflexus torquis ATCC 700755 Q1VQE5_SFLAO,
proteobactéria marinha gama HTCC2207 Q1YPJ5 9GAMM,
proteobactéria marinha gama HTCC2207 Q1YTK4_ 9GAMM,
Caulobacter crescentus Q9A451 CAUCR, Acidiphilium cryptum
JF-5 Q2DG60_ACICY, Rhodobacter sphaeroides Q3J0U9 RHOS4,
Silicibacter pomeroyi Q5LPV 1_SILPO, Paracoccus
denitrificans PD1222, Q3PC67_PARDE, Silicibacter sp TMJ040
Q3QNY2_ 9RHOB, Jannaschia sp Q28ML8_ JANSC, Magnetococcus Sp
MC-1 Q3XT27 9PROT, Legionella pneumophila QSWXPO_LEGPL,
Legionella pneumophila Q5WTZ5_LEGPL, Legionella pneumophila
Q5X268_LEGPA, Legionella pneumophila Q5X2R2_LEGPA,
Legionella pneumophila subsp. pneumophila Q5ZWM9_LEGPH,
Legionella pneumophila subsp. pneumophila Q5ZSQ8_LEGPH,
Colwellia psychrerythraea Q47Y43_COLP3, Pseudoalteromonas
atlantica T6cC Q3CSZ5_ALTAT, Shewanella oneidensis
Q8EF49_SHEON, Saccharophagus degradans Q21E20_SACD2,
Saccharophagus degradans Q21ER7_SACDZ, Vibrio angustum S1l4
Q1lZWES_9VIBR, Vibrio vulnificus  Q8DAE2_ VIBVU, Vibrio
alginolyticus 12G01 QiIVCP6_VIBAL, Vibrio sp DAT722
Q2FA22 9VIER, Vibrio parahaemolyticus Q87NJ1_VIBPA, Vibrio
fischeri QS5EIF5_VIBFI, Vibrio vulnificus Q7MJS8_VIBVY,
Photobacterium sp SKA34 Q2C6Z5_9GAMM, Hahella chejuensis

Q2SFY7_HAHCH, Oceanospirillum sp MED92 Q2BKVO0O_9GAMM,
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Oceanobacter sp RED65 Q1NO35_9GAMM, Desulfovibrio
desulfuricans Q310U7_DESDG, Halothermothrix orenii H 168
Q2AIW5 9FIRM, Thermoanaerobacter tengcongensis
Q8RBX6 THETN, Caldicellulosiruptor saccharolyticus DSM 8903
Q2ZH17_CALSA, Clostridium acetobutylicum Q97E73_CLOAB,
Alkaliphilus metalliredigenes QYMF Q3C763_9CLOT,
Clostridium tetani Q899J9 CLOTE e Clostridium beijerincki
NCIMB 8052 Q2WVNO_CLOBE. Em algumas modalidades dos
métodos, a proteina H-NOX ndo & sGC Pl H-NOX C78S de R.
norvegicus ou sGC f1 H-NOX C78E de R. norvegicus. Em
algumas modalidades dos métodos, a proteina H-NOX ndo
possui uma mutagao no motivo Y-S-R, gque inclui Tyrl35,
Serl37 e Argl39 de H-NOX humana.

A menos que observado explicitamente ou ditado pelo
contexto, todas as proteinas do tipo selvagem e mutantes e
todas as composigdes farmacéuticas aqui descritas podem ser
usadas em qualgquer um dos métodos de liberacdo de oxigénio
aqui descritos. A proteina H-NOX pode ter ou ndo heme e/ou
oxigénio ligado, e pode estar ligada covalentemente ou nao
a outra molécula ou porgao como, por exemplo, polietileno
glicol. Em algumas modalidades, a proteina H-NOX é uma
proteina de fusdo que inclui um dominio de H-NOX e parte de
outra proteina ou outra proteina inteira, por exemplo,
albumina (por exemplo, albumina sérica humana) .

Em um aspecto, a invengdo apresenta kits que incluem
uma ou mais proteinas H-NOX. Em algumas modalidades, a
invencdo fornece um kit que inclui uma proteina H-NOX e
instrucdes para utilizagdo do kit para liberar oxigénio a
um individuo. Em algumas modalidades, a constante de

P

dissociacdo de O, da proteina H-NOX & entre cerca de 1 nM a
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cerca de 1 mM a 20°C, e a reatividade ao NO da proteina H-
NOX é de menos do que cerca de 700 s™! a 20°C (por exemplo,
menos do que cerca de 600 s, 500 s, 100 s, 20 s ou
1,8 s a 20°C). Em algumas modalidades, a constante de
dissociacdo de 0, da proteina H-NOX esta dentro de 2 ordens
de magnitude daquela da hemoglobina, € a reatividade ao NO
da protéina H-NOX é pelo menos 10 vezes menor do que aquela
da hemoglobina. Em algumas modalidades, a constante de
dissociagdo de O; da proteina H-NOX é& entre cerca de 1 nM a
cerca de 1 mM a 20°C, e a reatividade ao NO da proteina H-
NOX & de menos do que cerca de 700 s a 20°C (por exemplo,
menos do que cerca de 600 s'!, 500 s’', 100 s™*, 20 st ou
1,8 gl a 20°C). Em algumas modalidades, a proteina H-NOX
nio & H-NOX Y140H de T. tengcongensis. A menos que
observado explicitamente ou ditado pelo contexto, todas as
proteinas do tipo selvagem € mutantes e todas as
composigdes farmacéuticas aqui descritas podem ser usadas
em qualquer um dos kits aqui descritos. A proteina H-NOX
pode ter ou nao heme e/ou oxigénio ligado, e pode estar
ligada covalentemente ou nio a outra molécula ou porgao
como, por exemplo, polietileno glicol. Em algumas
modalidades, a proteina H-NOX é uma proteina de fusdo que
inclui um dominio de H-NOX € parte de outra proteina ou
outra proteina inteira, por exemplo, albumina (por exemplo,
albumina sérica humana) .

Em um aspecto, a invengdo apresenta uma proteina H-NOX
(por exemplo, qualgquer uma das proteinas do tipo selvagem
ou mutantes aqui descritas) para uso como um medicamento.

Em algumas modalidades, a invencdo apresenta uma proteina

H-NOX para uso em um método de liberagdo de oxigénio a um
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individuo. Em algumas modalidades, a proteina H-NOX & usada
para tratar qualquer condigdo para a qual a liberagdo de O
seja benéfica, por exemplo, uma doenga cardiovascular, uma
doenca neuroldgica, hipdxia tumoral, uma perda sanglinea ou
um ferimento.

Em algumas modalidades, a invencdo apresenta o uso de
uma proteina H-NOX (por exemplo, qualguer uma das proteinas
do tipo selvagem oOu mutantes aqui descritas) para a
fabricacdao de um medicamento, por exemplo, um medicamento
para a 1liberagdo de oxigénio a um individuo. Em algumas
modalidades, a invencdo apresenta O uso de uma proteina H-
NOX para a liberagdao de oxigénio a um individuo. Em algumas
modalidades, a proteina H-NOX é usada para tratar qualquer
condigdo para a qual a liberacdo de O, seja benéfica, por
exemplo, uma doenga cardiovascular, uma doenga neuroldgica,
hipdéxia tumoral, uma perda sangluinea ou um ferimento.

BREVE DESCRIGCAO DOS DESENHOS

A FIG. 1A é uma ilustracdo da estrutura tridimensional
de residuos da bolsa distal de proteinas H-NOX de ligagao
de NO e 1ligagdo de O (acima de heme). Residuos de
coordenacgdo de heme de proteinas H-NOX de ligagdo de NO e
ligagdo de O também sdo mostrados (abaixo de heme). A FIG.

1A é& baseada na estrutura tridimensional de H-NOX de T.

tengcongensis relatada por Pellicena, P. ¢€ cols. (31 de
agosto de 2004), “Crystal Structure of An Oxygen-Binding
Heme Domain Related to Soluble Guanylate Cyclases”, Proc.

Natl. Acad. Sci. USA 101(35): 12.854-12.859.
A FIG. 1B é& uma visao lateral estérea da estrutura
tridimensional de H-NOX de T. tengcongensis que ilustra

caracteristicas estruturais do dominio de H-NOX. A dobra da
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proteina & representada por diagramas de fita. O heme, O
ligante de di-oxigénio e a histidina proximal sdo mostrados
como modelos ball-and-stick. As a-hélices sdo rotuladas A-G
de acordo com a nomenclatura mostrada na FIG. 5B. As fitas
B sdo rotuladas 1-4. A FIG. 1B é de Pellicena, P. e cols.
(31 de agosto de 2004), “Crystal Structure of An Oxygen-
Binding Heme Domain Related to Soluble Guanylate Cyclases”,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 101 (35): 12.854-12.859.

As FIGS. 1C-1H sao ilustragdes da estrutura
tridimensional de H-NOX de T. tengcongensis que ilustram
residuos exemplares da bolsa distal em H-NOX de T.
tengcongensis. Os residuos seguintes revelados nas FIGS.
TC-1H s3o os residuos principais que compreendem a bolsa
distal de H-NOX: Thr4, Ile5, Thrs, Trp9d, Trp67, Asn74,
Ile75, Phe78, Phe82, Tyrl40 e Leu 144, que estdo contidos
dentro de hélices A, D, E e G. As FIGS. IC-1H foram criadas
com o uso de PYMOL (DeLano Scientific, LLP) .

A FIG. 2 & um alinhamento de seqiéncias das proteinas
H-NOX seguintes que se ligam ou que se prevé que se liguem
ao O, e NO: Majority (ID. DE SEQ. N°: 1); Ce. gcy-31 (ID.
DE SEQ. N°: 2); Ce. gcy-33 (ID. DE SEQ. N°: 3); Ce. gcy-35
(ID. DE SEQ. N°: 4); Dm. CcG14885 H-NOX (ID. DE SEQ. N°: 5);
Dm. CG4154 H-NOX (ID. DE SEQ. N°: 6); Ms. Beta3 H-NOX (ID.
DE SEQ. N°: 7); Tt H-NOX (ID. DE SEQ. N°: 8); e Ca H-NOX
(ID. DE SEQ. N°: 9). Prevé-se que essas proteinas H-NOX se
liguem ao O, bem como ao NO, porque possuem a tirosina na
posigéao que corresponde ao Y140 de H-NOX de T.
tengcongensis. A numeragao de aminodcidos usada na FIG. 2
comega com O primeiro aminodcido no dominio de H-NOX ou na

proteina de comprimento total como residuo nimero 1. O
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alinhamento foi gerado com © uso dos parémetros
padronizados no programa MegAlign. As abreviagdes usadas na
FIG. 2 sdo descritas abaixo com relagdo as FIGS. 4A-4D.

As FIG. 3A-3D si3o um alinhamento de seqiéncias das
proteinas H-NOX seguintes que se ligam ou gque se prevé que
se liguem ao NO, mas nio ao O,: Majority (ID. DE SEQ. N°:
10) ; Dm. sGC betal proteina (ID. DE SEQ. N°: 11); sGC betal
proteina (ID. DE SEQ. N°: 12); hs. sGC betal proteina (ID.
DE SEQ. N°: 13); hs. beta2 proteina (ID. DE SEQ. N°:14) ;
Ms. sGC betal proteina (ID. DE SEQ. N°: 15); Mm. sGC betal
proteina (ID. DE SEQ. N°: 16); Np. betal HD-like (ID. DE
SEQ. N°: 17); Tr. sGC betal proteina (ID. DE SEQ. N°: 18);
Anopheles gambiae |XP_310919 (ID. DE  SEQ. N°: 19) ;

Apis mellifera|NP_001011632 (ID. DE SEQ. N°: 20); Bt. sGC

betal proteina (ID. DE SEQ. N°: 21) ; Chlamydomonas
reinhardtii |AARO2 (ID. DE SEQ. N°: 22);
Oryzias_ curvinotus|BAC98396 (ID. DE SEQ. N°: 23);
Ooryzias latipes|BAA7669I (ID. DE SEQ. N°: 24);

Strongylocentrotus_purpuratus|X (ID. DE SEQ. N°: 25); e Sus
scrofa betal|NP_001018042+ (ID. DE SEQ. N°: 26). O
alinhamento foi gerado com o uso dos pardmetros
padronizados no programa MegAlign. As abreviagdes usadas
nas FIGS. 3A-3D sdo descritas abaixo com relagdo a FIG. 4.
As FIGS. 4A-4D sio um alinhamento de seqiéncias de
proteinas H-NOX das FIGS. 2 e 3A-3D: Majority (ID. DE SEQ.
N°: 27); Dm. sGC betal proteina (ID. DE SEQ. Ne: 11); sGC
betal proteina (ID. DE SEQ. N°: 12); hs. sGC betal proteina
(ID. DE SEQ. N°: 13); hs. beta2 proteina (ID. DE SEQ. N°:
14) ; Mm. sGC betal proteina (ID. DE SEQ. N°: 16); Np. betal

HD-1ike (ID. DE SEQ. N°: 17); Tr. sGC betal proteina (ID.
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DE SEQ. N°: 18); Chlamydomonas reinhardtii|AARO2 (ID. DE
SEQ. N°: 22); Oryzias_curvinotus|BAC98396 (ID. DE SEQ. N°:
23); Strongylocentrotus_purpuratus|X (ID. DE SEQ. N°: 25);
Sus scrofa betal|NP 001018042 (ID. DE SEQ. N°: 26); gcy-3la
(ID. DE SEQ. N°: 2); gcy-33 (ID. DE SEQ. N°: 3); Ca. H-NOX
(ID. DE SEQ. N°: 9); T. betal HD-1like (ID. DE SEQ. N°: 8);
Ms. sGc beta 3 proteina (ID. DE SEQ. N°: 7); CGl4885 (ID.
DE SEQ. N°: 5); e Dm. sGC variante curta (ID. DE SEQ. N°:
6). O alinhamento foi gerado com O uso dos parametros
padronizados no programa MegAlign. Para as FIGS. 2-4D, "“Dm.
sGC betal proteina” representa B1 H-NOX de Drosophila

melanogaster; “sGC betal proteina” representa Bl H-NOX de

Rattus norvegicus; “hs. sGC betal proteina” representa Homo
B1 H-NOX de H. sapiens; “hs. beta2 proteina” representa
Homo Bz H-NOX de H. sapiens; “Mm. sGC betal proteina”

representa 1 H-NOX de Mus musculus; “Np. betal HD-like”

representa H-NOX de Nostoc punctiforme; “Tr. sGC betal
proteina” representa 1 H-NOX de Takifugu <rubripes;
“Anopheles gambiae|XP_310919" representa B1 H-NOX de

Anopheles gambiae; “Apis_melliferaINP_001011632” representa
B1 H-NOX de Apis mellifera; “Bt. sGC betal proteina”
representa B1 H-NOX de Bos taurus; “Chlamydomonas

reinhardtii |AARO2” representa Bl H-NOX de Chlamydomonas

reinhardtii; “Oryzias_curvinotus|BAC98396 representa 1 H-
NOX de Oryzias curvinotus; “Oryzias_latipes|BAA76691”
representa B1 H-NOX de Oryzias latipes;

“Strongylocentrotus_purpuratus|X" representa fB1 H-NOX de
Strongylocentrotus purpuratus; “Sus scrofa betal SNP
001018042+” representa Bl H-NOX de Sus scrofa; “gcy-3l1a”

representa Gcy-3la H-NOX de Caenorhabditis elegans; "“gcy-




10

15

20

25

30

48/149

33”7 representa Gcy-33 H-NOX de Caenorhabditis elegans;
“gcy-35” representa Gcy-35 H-NOX de Caenorhabditis elegans;
“Ca. H-NOX” representa H-NOX de Clostridium
acetobutiylicum; “T. betal HD-like” representa H-NOX de
Thermoanaerobacter tengcongensis; “Ms. sGc beta 3 proteina”
representa 3 H-NOX de Manduca sexta; “CG14885” representa
CG14885 H-NOX de Drosophila melanogaster; “Dm. sGC variante
curta” representa Gcy-88-E-S H-NOX de Drosophila
melanogaster e “Dm. CG4154 H-NOX” representa CG4154 H-NOX
de Drosophila melanogaster.

A FIG. 5A é um alinhamento de sequéncias de membros da

familia de H-NOX. A numerac¢ido de sequéncias & aquela de H-

NOX de T. tengcongensis. Residuos ndo variantes sdo
indicados por um “V”, residuos muito altamente conservados
sio indicados por “s”. Y140 de H-NOX de T. tengcongensis &
indicado por um “H”. Os residuos de tirosina previstos da

bolsa distal que podem estabilizar um complexo de FeII-O2
em outras proteinas H-NOX sdo: posigao 70 para
Caenorhabditis elegans GCY-35; posigdo 140 em Drosophila
melanogaster CG14885-PA; posigdo 138 de Caenorhabditis
elegans GCY-35; posigdo 140 de Clostridium acetobutylicum;
numerado de acordo com Thermoanaerobacter tengcongensis. Os
nimeros de acesso sdo: Homo H. sapiens Pl [gi: 2746083]
(ID. DE SEQ. N°: 28), Rattus norvegicus B1 [gi: 27127318]
(ID. DE SEQ. N°: 29), Drosophila melanogaster B1 [gi:
861203] (ID. DE SEQ. N°: 30), Drosophila melanogaster CG
14885-PA [gi: 23171476] (ID. DE SEQ. N°: 31),
Caenorhabditis elegans GCY-35 [gi: 52782806] (ID. DE SEQ.
N°: 32), Nostoc punctiforme [gi: 23129606] (ID. DE SEQ. N®:

33), Caulobacter crescentus [gi:416127222] (ID. DE SEQ. N°:
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34), Shewanella oneidensis [gi: 24373702] (ID. DE SEQ. N°:
35), Legionella pneumophila (ORF 2) [cucGCc_272624] (ID. DE
SEQ. N°: 36), Clostridium acetobutylicum [gi: 15896488]
(ID. DE SEQ. N°: 37) e Thermoanaerobacter tengcongensis
[gi: 20807169] (ID. DE SEQ. N°: 38). Os alinhamentos foram
gerados com o uso do programa MegAlign, Lasergene, DNA
Star, (veja a pagina na Internet
vdnastar.com/products/megalign.php”) . Foram usados os
parametros padronizados de Clustal-W.

A FIG. 5B & um alinhamento de sequéncias de dominios
de H-NOX exemplares. As anotag¢des da estrutura secundaria e
a numeracdo no topo do alinhamento correspondem ao dominio
de H-NOX de T. tengcongensis. As a-hélices sao
representadas por espirais, e fitas B por setas. A bolsa
distal é definida por oa-hélices oA, oD, QaE e aG. OS

nimeros de acesso de Pubmed/NCBI sdo os seguintes:

Ther tengcongensis gil | 208071691 (ID. DE SEQ. N°: 39),
Clos_acetobutylicum gi | 158964881 (ID. DE SEQ. N°: 40),
Clos_tetani  GI: 75543266 (ID. DE SEQ. N°: 41),
Desu_desulfuricans gi | 23475919 | (ID. DE SEQ. N°: 42),
Vibr vulnificus gi | 273617341 (ID. DE SEQ. N°: 43),
Caul crescentus gi | 16127222 | (ID. DE SEQ. N°: 44),
Micr degradans gi | 23027521 | (ID. DE SEQ. N°: 45),
Vibr cholerae gi | 15601476 | (ID. DE SEQ. N°: 46) ,
Shew oneidensis gi | 24373702 | (ID. DE SEQ. N°: 47),
Rat betal sGC gi | 27127318 | (ID. DE SEQ. N°: 48),
Rat_beta2 sGC gi | 21956635 | (ID. DE SEQ. N°: 49),
Nost junctiforme gi | 23129606 | (ID. DE SEQ. N°: 50) e
Nost_sp. gi | 17229770 | (ID. DE SEQ. N°: 51). A sequéncia

de consenso & mostrada na parte de baixo da FIG. 5B (ID. DE
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SEQ. N°: 52). Os alinhamentos foram gerados com O usoO do
programa MULTALIN (Corpet, F. (1988) Nucleic Acids Res. 16:
10.881-10.890), e a FIG. 5B foi preparada com o uso do
programa ESPRIPT (Gouet, P. e cols. (1999) Bioinformatics
15: 305-308).

As FIGS. 6A e 6B s3o ilustragdes da estrutura
tridimensional do ambiente heme do dominio de H-NOX de T.
tengcongensis. As FIGS. 6A e 6B sdo de Pellicena, P. e
cols. (31 de agosto de 2004), “Crystal Structure of An
Oxygen-Binding Heme Domain Related to Soluble Guanylate
Cyclases”, Proc. Natl. Acad. Sci USA 101(35): 12.854-
12.859.

As FIGS. 7A-7F sd3o graficos da espectroscopia de UV
visivel de ©proteinas H-NOX apds redugdo anaerdbica
(complexos ndo ligados de Fe!l; 1l1linha de cima em cada
grafico), antes e depois de serem expostas ao ar (complexos
de Fe'’-0,; a linha de baixo em cada grdfico) para Tt H-NOX
(FIG. 7A), Tt Y1l40L (FIG. 7B), Tt W9F-Y140L (FIG. 7C), Tt
F78Y-Y140L (FIG. 7D), L2 H-NOX e L2 F142Y (FIG. 7E) e PB1(1-
385) e PB1(1-385) 1I145Y (FIG. 7F). Além dos complexos de
Fe'l ¢ Fe™-0, de L2 F142Y e P1(1-385) I145Y, o espectro de
L2 H-NOX e B1-(1-385) H-NOX do tipo selvagem apds redugdo e
exposicdo ao ar sdo mostrados na linha do meio na FIG. 7E e
7F, respectivamente, para demonstrar que essas proteinas
ndo se ligam ao O, antes da adigdo de uma tirosina da bolsa
distal. Os dois ou trés nimeros escritos no canto superior
esquerdo de cada painel representam o comprimento de onda
para o pico das linhas no grafico. Os nimeros sdo escritos
verticalmente na ordem a qual as linhas correspondentes

aparecem verticalmente no grafico. Por exemplo, o valor de
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430 nm na FIG. 7A representa o pico do comprimento de onda
para a linha de cima no grafico (que representa um complexo
de Fe'™ ndo 1ligado), e o valor de 416 nm na FIG. 7A
representa o pico do comprimento de onda para a linha de
baixo no grafico (que representa um complexo de Fe'™-0,).
Uma mudanca no comprimento de onda na presenga de ar indica
que a proteina se liga ao O;. A formagdo de um pico duplo
entre 500 e 600 nm na presenga de ar também & indicativa de
ligagdo de O,. As FIGS. 7A-7F sdo de Boon, E.M. e cols.
(2005), “Molecular Basis For NO Selectivity in Soluble
Guanylate Cyclase”, Nature Chem. Biol. 1: 53-53.

As FIGS. 8A-8DD contém seqiéncias de polinucleotideos
de &cidos nucléicos exemplares que codificam proteinas H-
NOX e as sequéncias de aminoacidos das proteinas H-NOX
correspondentes (IDS. DE SEQ. N°°: 53-162).

DESCRICAO DETALHADA DA INVENGAO

A presente invengdo se baseia, em parte, na descoberta
surpreendente de que proteinas H-NOX possuem uma
reatividade ao NO bem menor do que hemoglobina. Essa baixa
reatividade intrinseca ao NO (e alta estabilidade ao NO)
torna as proteinas H-NOX do tipo selvagem e mutantes
substitutos do sangue desejaveis, por causa da baixa
probabilidade de inativagdo de proteinas H-NOX por NO
endégeno, e a menor probabilidade de remogdo de NO enddgeno
por proteinas H-NOX. Significativamente, a presenga de uma
tirosina da bolsa distal em algumas proteinas H-NOX
(Pellicena, P. e cols. (31 de agosto de 2004), “Crystal
Structure of An Oxygen-Binding Heme Domain Related to
Soluble Guanylate Cyclases”, Proc. Natl. Acad. Sci. USA

101(35): 12.854-12.859) é sugestiva de reatividade ao NO
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alta, indesejavel, contra-indicando o uso como  um
substituto do sangue. Por exemplo, por analogia, uma
proteina de hemoglobina de Mycobacterium tuberculosis, com
uma tirosina da bolsa distal estruturalmente analoga,
reagem de forma extremamente rdpida com NO, e & usada pelo
Mycobacterium para remover e evitar eficazmente o NO

defensivo produzido por um hospedeiro infectado (Ouellet,

H. e cols. (30 de abril de 2002), “Truncated Hemoglobin HDN
Protects Mycobacterium Bovis From Nitric Oxide”, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 99(9): 5.902-5.907). No entanto,

descobrimos surpreendentemente gque proteinas H-NOX na
verdade possuem uma reatividade ao NO bem menor do que
aquela da hemoglobina, © que torna possivel seu uso como
substitutos do sangue.

Adicionalmente, foi descoberto de forma surpreendente
que proteinas H-NOX que se ligam ao NO, mas nao ao Oz,
podem ser convertidas em proteinas H-NOX que se ligam tanto
ao NO quanto ao O, pela introdugdo de uma Gnica mutagdo de
aminoiacido. Dessa forma, a afinidade de proteinas H-NOX por
O, e NO e a habilidade de proteinas H-NOX para discriminar
entre ligantes de O, e de NO podem ser alteradas pela
introducdo de uma ou mais mutag¢des de aminodcidos, o© que
permite que as proteinas H-NOX sejam adaptadas para se
ligar ao O ou ao NO com afinidades desejadas. Podem ser
introduzidas mutac¢des adicionais para alterar ainda mais a
afinidade por O, e/ou por NO. A familia da proteina H-NOX
pode, portanto ser manipulada para exibir propriedades
cinéticas e termodindmicas aumentadas ou ideais para a
liberagdo de O,. Por exemplo, podem ser geradas proteinas

H-NOX mutantes com constantes de dissociagdo alteradas e/ou
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taxas inferiores para ligagdo de O, gque aumentam a
utilidade das proteinas H-NOX para diversas aplicacgdes
clinicas e industriais. A habilidade para ajustar as
proteinas H-NOX para se ligar e liberar O, € uma avenida
terapéutica que aborda e supera as desvantagens centrais
dos transportadores de O atuais. Consequentemente, a
presente invengdo fornece proteinas, composigdes, kits e
métodos para a liberagdo de oxigénio.

HAa vAarios beneficios da utilizagdo de proteinas H-NOX
para a liberagdo de O,. O papel principal da transfusao
sanglinea apds trauma e cirurgia €& a liberagdo de O;. Um
substituto do sangue ideal evita os desafios do sangue
convencional: contaminac¢do viral, exigéncia de tipagem,
validade limitada e disponibilidade limitada. As principais
limitagdes dos substitutos do sangue baseados em
hemoglobina sdo sua afinidade elevada por O e sua
propensdo para reagir com NO. Como mencionado acima, a
destruicdo de niveis mesmo baixos de NO pode ter efeitos
sérios sobre o estado de repouso tdnico da vasculatura e
dos  o6rgaos, e leva & hipertensdo e ao sofrimento
gastrintestinal. Adicionalmente, no processo de reagdao com
NO, a hemoglobina perde sua habilidade para liberar O; em
um intervalo de tempo clinicamente relevante. Foram feitas
varias tentativas para minimizar a toxicidade dos
transportadores de oxigénio baseados em hemoglobina (HBOCs)
de primeira geragdo, incluindo entrecruzamento intra- e
intermolecular (“*Blood Substitutes”, R. Winslow ed.
Academic Press, 2006). Embora essas modificagles superem
algumas das questdes de toxicidade graves relacionadas ao

extravasamento de hemoglobina, permaneceu a destruigdo da
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ligacdo de oxigénio em fungdo da alta reatividade ao NO.
Esses HBOCs de segunda geragdo exibem afinidade reduzida
por oxigénio, com valores de p50 prdximos ao valor de p50
de eritrdcitos, embora nio tenham obtido sucesso em
experimentos clinicos. Foi proposta uma hipdtese
alternativa por Winslow e colaboradores: um HBOC de p50
baixa com uma vVviscosidade e pressdo osmbética coloidal
apropriadas é mais adequado para liberagdo de oxigénio sem

células do que um HBOC com p50 elevada (Tsai, A. G. e cols.

(2003), “Targeted O, Delivery by low-P50 hemoglobin: A New
Basis for O, Therapeutics”, Am. J. Physiol. Heart Circ.
Physiol. 285: H1411-H1419; Winslow (2007), “Red Cell
Substitutes”, “Seminars in Hematology” 44: 51-59). Se a

reatividade ao NO de um HBOC desse tibo se tornara um
problema em experimentos clinicos ainda & uma questdo a ser
investigada. O planejamento de proteinas H-NOX para que se
liguem e liberem O, com reatividade ao NO minima fornece um
novo transportador de O, gasoso sanguineo para uso em
substitutos do sangue, em que as proteinas H-NOX liberam
0,, sem remover NO ou serem inativadas como transportadores
de 0O, pelo NO. Essas proteinas H-NOX, composigdes, kits e
métodos serao descritos com mais detalhe nessa
especificagao.

Proteinas H-NOX

Visdo geral da familia de proteinas H-NOX

A menos que indicado de forma diferente, qualquer
proteina H-NOX do tipo selvagem ou mutante pode ser usada
nas composigdes, kits e métodos aqui descritos. Como aqui
usado, o termo uma “proteina H-NOX” significa uma proteina

que possui um dominio de H-NOX (denominada por



10

15

20

25

30

55/149

representagdo a dominio de ligagdo de Heme-Oxido nitrico e
Oxigénio) . Uma proteina H-NOX pode ou nao conter um ou mais
dominios diferentes, além do dominio de H-NOX. As proteinas
H-NOX sio membros de uma familia altamente conservada, bem
caracterizada, de hemoproteinas (Iyer, L.M. e cols. (3 de
fevereiro de 2003), “Ancient Conserved Domains Shared by
Animal Soluble Guanylyl Cyclases And Bacterial Signaling
Proteins”, BMC Genomics 4(1): 5; Karow, D.S. e cols. (10 de
agosto de 2004), “Spectroscopic Characterization of the

Soluble Guanylate Cyclase-Like Heme Domains From Vibrio

Cholerae And Thermoanaerocbacter Tengcongensis”,
Biochemistry 43(31): 10.203-10.211; Boon, E.M. e cols.
(2005), “Molecular Basis For NO Selectivity in Soluble

Guanylate Cyclase”, Nature Chem. Biol. 1: 53-59; Boon, E.M.
e cols. (outubro de 2005), “Ligand Discrimination in
Soluble Guanylate Cyclase and the H-NOX Family of Heme

Sensor Proteins”, Curr. Opin. Chem. Biol. 9(5): 441-446;

Boon, E.M. e cols. (2005), “Ligand Specificity of H-NOX
Domains: From sGC to Bacterial NO Sensors”, J. Inorg.
Biochem. 99(4): 892-902). As proteinas H-NOX também sdo

denominadas proteinas Pfam 07700 ou proteinas HNOB (Pfam -
uma base de dados de alinhamentos de familia de dominios de
proteinas e Modelos Ocultos de Markov, Marca Registrada (C)
1996-2006 “The Pfam Consortium; GNU LGPL Free Software
Foundation, Inc.”, 59 Temple Place - Suite 330, Boston, MA
02111-1307, EUA). Em algumas modalidades, uma proteina H-
NOX possui, ou prevé-se que possua, uma estrutura
secunddria que inclui seis hélices alfa, seguidas por duas
fitas beta, seguidas por uma hélice alfa, seguida por duas

fitas beta. Uma proteina H-NOX pode ser uma apoproteina que
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é capaz de ligagdo com heme ou uma holoproteina com heme
ligado. Uma proteina H-NOX pode se ligar de forma covalente
ou ndo covalente a um grupo heme. Algumas proteinas H-NOX
se ligam ao NO, mas ndo ao Oz, e outras se ligam tanto ao
NO guanto ao O:. Os dominios de H-NOX de aerdbios
facultativos que foram isolados se ligam ao NO, mas nao ao
O5. As proteinas H-NOX de procariotas aerbbicos
obrigatérios, C. elegans e D. melanogaster, se ligam ao NO
e ao O,. Mamiferos possuem duas proteinas H-NOX: f1 e B2.
Um alinhamento de seqliiéncias de H-NOX de camundongo, rato,
vaca e humanas mostra que essas espécies compartilham >99%
de identidade. Em algumas modalidades, o© dominio de H-NOX
de uma proteina H-NOX ou toda a proteina H-NOX é pelo menos
cerca de 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 95,
97, 98, 99 ou 99,5% idéntico aquele da regido
correspondente de uma proteina H-NOX de Thermoanaerobacter
tengcongensis de ocorréncia natural ou uma proteina sGC de
ocorréncia natural (por exemplo, uma proteina sGC ﬁl de
ocorréncia natural). Como aqui discutido anteriormente, uma
proteina H-NOX pode opcionalmente conter uma ou mais
mutacdes em relagdo a proteina H-NOX de ocorréncia natural
correspondente. Em algumas modalidades, a proteina H-NOX
inclui um ou mais dominios, além do dominio de H-NOX. Em
modalidades especificas, a proteina H-NOX inclui um ou mais
dominios ou toda a seqiéncia de outra proteina. Por
exemplo, a proteina H-NOX pode ser uma proteina de fusao
que inclui um dominio de H-NOX e parte de outra proteina ou
outra proteina inteira, por exemplo, albumina (por exemplo,
albumina sérica humana). Em algumas modalidades, apenas o

dominio de H-NOX esta presente.
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Uma estrutura cristal de uma H-NOX de ligagdao de O
procariética de Thermoanaerobacter tengcongensis (Nioche,
P. e cols. (26 de novembro de 2004), “Femtomolar
Sensitivity of a NO Sensor From Clostridium Botulinum”,
Science 306 (5.701): 1.550-1.553; Pellicena, P. e cols. (31
de agosto de 2004), “Crystal Structure of An Oxygen-Binding
Heme Domain Related to Soluble Guanylate Cyclases”, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 101 (35): 12.854-12.859) mostra que um
grupo hidroxil da cadeia lateral de tirosina forma uma
ligagdo H critica para a porgdo Fe'l-0,. Essa rede de
ligagdo de hidrogénio da bolsa distal, que envolve
principalmente Y140, estabiliza um complexo de Fe''-0, (FIG.
6B) . Essa tirosina ndo estd presente em proteinas H-NOX que
discriminam contra O, e s& se ligam ao NO. Por exemplo,
prevé-se que essa rede de 1ligagdo de hidrogénio esteja
ausente nas proteinas H-NOX de sGCs e procariotas
aerdbicos, sugerindo que esse & um fator molecular
fundamental na seletividade de ligante acentuada contra O
exibida por essas proteinas heme. As FIGS. 7A-7G demonstram
nitidamente que a adigdo de uma tirosina na bolsa distal de
uma proteina H-NOX do tipo selvagem que se liga ao NO, mas
ndo ao 0O,, pode permitir que a proteina H-NOX mutante se
ligue ao O,. Dessa forma, uma tirosina na bolsa heme distal
da dobra heme de H-NOX atua como um interruptor para ativar
e desativar a ligag¢do do Os.

Como ilustrada nas FIGS. 6A e 6B, a estrutura da
porfirina & altamente distorcida. Como ilustrado na FIG.
6A, o motivo conservado Y-S-R forma interagdes de ligagao
de hidrogénio com as cadeias laterais de &cido propidnico

do grupo heme. Na FIG. 6B, o H102 conservado é o ligante
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proximal ao heme (FIG. 6B).

Como aqui usado, o termo “proteina” inclui proteinas e
fragmentos de proteinas, sejam eles isolados de fontes
naturais, produzidos por técnicas recombinantes ou
sintetizados quimicamente. Uma proteina pode ter uma ou
mais modificacdes, por exemplo, uma modificagdo pés-
tradugdo (por exemplo, glicosilagdo etc.) ou qualquer outra
modificacdo (por exemplo, PEGuilagdo etc.). A proteina pode
conter um ou mais aminodcidos de ocorréncia ndo natural
(por exemplo, um aminodcido com uma modificagdo da cadeia
lateral). Em varias modalidades, a proteina H-NOX possui
pelo menos cerca de 50, 100, 150, 181, 200, 250, 300, 350,
400, ou mais aminodcidos. Em algumas modalidades, as
proteinas H-NOX podem incluir de cerca de 50 a cerca de 600
aminoadcidos como, por exemplo, cerca de 100 a cerca de 500
aminodcidos, cerca de 150 a cerca de 400 aminoacidos, cerca
de 150 a cerca de 300 aminodcidos ou cerca de 175 a cerca
de 200 aminoacidos.

Fontes de proteinas H-NOX

As proteinas H-NOX de qualquer género ou espécie podem
ser usadas nas composig¢des, kits e métodos aqui descritos.
Em varias modalidades, a proteina H-NOX & uma proteina de
um mamifero (por exemplo, um primata (por exemplo, um ser
humano, um macaco, um gorila, um chipanzé&, um lémure etc.),
um bovino, um eqiiino, um suino, um canino ou um felino), um
inseto, uma levedura ou uma bactéria, ou é derivada de uma
proteina desse tipo. Proteinas H-NOX de mamiferos
exemplares incluem guanilato ciclase soltvel humana e de
rato do tipo selvagem (por exemplo, a subunidade B1) .

Exemplos de proteinas H-NOX incluem proteinas H-NOX de
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mamiferos do tipo selvagem, por exemplo, de H. sapiens, M.
musculus, €. familiaris, B. taurus e R. norvegicus; e
proteinas H-NOX do tipo selvagem de vertebrados ndo
mamiferas, por exemplo, de X. laevis, O. latipes, O.
curivatus e F. rubripes. Exemplos de proteinas H-NOX de
ligagdo de NO do tipo selvagem ndo mamiferas incluem
proteinas H-NOX do tipo selvagem de D. melanogaster, A.
gambiae e M. sexta; exemplos proteinas H-NOX de ligagdo de
0, ndo mamiferas do tipo selvagem incluem proteinas H-NOX
do tipo selvagem de C. elegans gcy-31, gcy-32, gcy-33, gcCy-
34, gcy-35, gcy-36, e gcy-37; de D. melanogaster CGl4885,
CGl14886 e CG4154; e de M. sexta beta-3; exemplos de
proteinas H-NOX procaridéticas do tipo selvagem incluem T.
tengcongensis, V. cholera, V. fischerii, N. punctiforme, D.
desulfuricans, L. pneumophila 1, L. pneumophila 2 e C.
acetobutylicum.

Os nlameros de Acesso no NCBI para proteinas H-NOX
exemplares incluem os seguintes: Homo sapiens B1 [gi:
2746083], Rattus norvegicus f1 Lgi: 27127318], Drosophila
melanogaster f1 [gi: 861203], Drosophila melanogaster
CG14885-PA [gi: 23171476], Caenorhabditis elegans GCY35
[gi: 52782806], Nostoc punctiforme [gi: 23129606],
Caulobacter crescentus [gi: 161272227, Shewanella
oneidensis [gi: 243737021, Legionella pneumophila (ORF 2)
[CUCGC 272624], Clostridium acetobutylicum [gi: 15896488] e
Thermoanaerobacter tengcongensis [gi: 20807169].

Proteinas H-NOX exemplares também incluem as seguintes
proteinas H-NOX que sdo listadas pelo nome de seu gene,
seguido pela abreviatura de sua espécie e Identificadores

no Genbank (por exemplo, as seguintes seqiéncias de
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proteinas disponiveis em 21 de maio de 2006; 22 de maio de
2006; 21 de maio de 2007; ou 22 de maio de 2007, que sdo

aqui incorporadas por referéncia em suas totalidades):

Npun5905_ Npu 23129606, alr2278 Ana_ 17229770,
502144 _Sone_24373702, Mdegl343 Mde 23027521,
VCA0720_Vch 15601476, CC2992 Ccr_ 16127222,
Rsph2043_Rhsp 22958463 (gi: 46192757),
Mmc10739 Mcsp_22999020, Tar4_ Tte 20807169,
Ddes2822 Dde_ 23475919, CAC3243_Cac_15896488, gcy-

31 Ce 17568389, CG 14885 _Dm 24647455, GUCY1B3_Hs_4504215,
HpGCS-betal Hpul 14245738, GycbetalOOB_Dm_ 24651577,
CG4154 Dm 24646993 (gi: NP_650424.2, gi: 62484298), gcy-
32 Ce_13539160, gcy-36_Ce_ 17568391 (gi: 32566352, gi:
86564713), gcy-35 _Ce-17507861 (gi: 71990146), gcy-
37 Ce_ 17540904 (gi: 71985505), GCYla3 Hs_ 20535603,
GCYla2-Hs 899477 ou GYCa-99B_Dm_729270 (gi: 68067738)
(Lakshminarayan e cols. (2003), “Ancient conserved domains
shared by animal soluble guanylyl ciclases and bacterial
signaling proteins”, BMG Genomics 4: 5-13). As abreviagdes
de espécies usadas nesses nomes incluem: Ana = Anabaena Sp;
Ccr = Caulobac;er crescentus; Cac = Clostridium
acetobutylicum; Dde - Desulfovibrio desulfuricans; Mcsp =
Magnetococcus sp.; Mde = Microbulbifer degradans; Npu =
Nostoc punctiforme; Rhsp = Rhodobacter sphaeroides; Sone =
Shewanella oneidensis; Tte = Thermoanaerobacter
tengcongensis; Vch = Vibrio cholerae; Ce = Caenorhabditis
elegans; Dm = Drosophila melanogaster; Hpul = Hemicentrotus
pulcherrimus; Hs = Homo sapiens.

Outras proteinas H-NOX exemplares incluem as seguintes

proteinas H-NOX gque estd3o 1listadas por seu nome do
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organismo e numero de acesso na base de dados Pfam (por
exemplo, as seguintes sequéncias de proteinas disponiveis
em 21 de maio de 2006; 22 de maio de 2006; 17 de maio de
2007; 21 de maio de 2007; ou 22 de maio de 2007, que sao

aqui incorporadas por referéncia em suas totalidades) :

Caenorhabditis briggsae Q622M5_CAEBR, Caenorhabditis
briggsae Q61P44_ CAEBR, Caenorhabditis briggsae
Q61R54_CAEBR, Caenorhabditis briggsae Q61V90_CAEBR,
Caenorhabditis briggsae Q61A94 CAEBR, Caenorhabditis
briggsae Q60TP4_CAEBR, Caenorhabditis briggsae
Q60M10_CAEBR, Caenorhabditis elegans GCY37_CAEEL,

Caenorhabditis elegans GCY31l CAEEL, Caenorhabditis elegans
GCY36_ CAEEL, Caenorhabditis elegans GCY32_CAEEL,
Caenorhabditis elegans GCY35 CAEEL, Caenorhabditis elegans
GCY34 CAEEL, Caenorhabditis elegans GCY33_CAEEL, Oryzias
curvinotus Q7T040 ORYCU, Oryzias curvinotus Q75WF0_ORYCU,
Ooryzias latipes P79998_ORYLA, Oryzias latipes Q7ZSZ5_ORYLA,
Tetraodon nigroviridis Q4SW38_TETNG, Tetraodon nigroviridis
Q4RZ94 TETNG, Tetraodon nigroviridis Q4S6K5_TETNG, Fugu
rubripes Q90OVY5 FUGRU, Xenopus laevis Q6INK9_XENLA, Homo
sapiens QS5T8J7_HUMAN, Homo sapiens  GCYA2_ HUMAN, Homo
sapiens GCYB2 HUMAN, Homo sapiens GCYB1l_HUMAN, Gorilla
gorilla Q9N193_9PRIM, Pongo pygmaeus QSRAN8 PONPY, Pan
troglodytes Q9N192 PANTR, Macaca mulatta Q9N194_ MACMU,
Hylobates lar Q9N191_ HYLLA, Mus musculus Q8BXH3_MOUSE, Mus
musculus GCYB1l_MOUSE, Mus musculus Q3UTI4_MOUSE, Mus
musculus Q3UH83 MOUSE, Mus musculus Q6XE41 MOUSE, Mus
musculus Q80YP4 MOUSE, Rattus norvegicus Q80OWX7_RAT, Rattus
norvegicus Q80WX8 RAT, Rattus norvegicus Q920Q1_RAT, Rattus

norvegicus QS54A43 RAT, Rattus norvegicus Q80WYO RAT, Rattus
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norvegicus Q80OWY4 RAT, Rattus norvegicus Q8CH85_ RAT, Rattus
norvegicus Q8OWY5_ RAT, Rattus norvegicus GCYB 1 RAT, Rattus
norvegicus Q8CH90 RAT, Rattus norvegicus Q91XJ7_ RAT, Rattus
norvegicus Q80WX9 RAT, Rattus norvegicus GCYB2_RAT, Rattus
norvegicus GCYA2 RAT, Canis familiaris Q4ZHRS CANFA, Bos
taurus GCYB1l_BOVIN, Sus scrofa Q4ZHR7_PIG, Gryllus
bimaculatus Q59HN5_GRYBI, Manduca sexta 077106_MANSE,
Manduca sexta 076340 MANSE, Apis mellifera Q5UAFO_APIME,
Apis mellifera QSFANO APIME, Apis mellifera Q6L5L6_APIME,
Anopheles gambiae cepa PEST Q7PYK9_ANOGA, Anopheles gambiae
cepa PEST Q7Q9W6_ANOGA, Anopheles gambiae cepa PEST
Q7QF31 ANOGA, Anopheles gambiae cepa PEST Q7PS01_ANOGA,
Anopheles gambiae cepa PEST Q7PFY2_ANOGA, Anopheles gambiae
Q7KQ93 ANOGA, Drosophila melanogaster ©24086_DROME,
Drosophila melanogaster GCYH_DROME, Drosophila melanogaster
GCY8E_DROME, Drosophila melanogaster GCYDA_DROME,
Drosophila melanogaster GCYDB_DROME, Drosophila
melanogaster Q9VAO9 DROME, Drosophila pseudoobscura Q29CE

1 DROPS, Drosophila pseudoobscura Q296C7_DROPS, Drosophila

pseudoobscura Q296C8_DROPS, Drosophila pseudoobscura
Q29BU7_DROPS, Aplysia californica Q7YWK7_APLCA,
Hemicentrotus  pulcherrimus Q95NK5_HEMPU, Chlamydomonas
reinhardtii, Q5YLC2_ CHLRE, Anabaena sp Q8YUQ7_ ANASP,

Flavobacteria bacterium BBFL7 Q26GR8_9BACT, Psychroflexus
torquis ATCC 700755 QlVQES5 9FLAO, proteobactéria marinha
gama HTCC2207 Q1YPJ5_9GAMM, proteobactéria marinha gama
HTCC2207 Q1YTK4 9GAMM, Caulobacter crescentus Q9A451 CAUCR,
Acidiphilium cryptum JF-5 Q2DG60_ACICY, Rhodobacter
sphaeroides Q3J0U9 RHOS4, Silicibacter pomeroyi

QS5LPVI_SILPO, Paracoccus denitrificans PD1222,



10

15

20

25

30

63/149

Q3PC67_PARDE, Silicibacter sp TM1 040 Q3QNY2 9RHOB,
Jannaschia sp Q28ML8_ JANSC, Magnetococcus sp MC-1
Q3XT27_9PROT, Legionella pneumophila Q5WXPO__LEGPL,

Legionella pneumophila Q5WTZ5_LEGPL, Legionella pneumophila
Q5X268 LEGPA, Legionella pneumophila Q5X2R2_LEGPA,
Legionella pneumophila subsp. pneumophila QS5ZWMS_LEGPH,
Legionella pneumophila subsp. pneumophila Q5ZSQ8_ LEGPH,
Colwellia psychrerythraea Q47Y43_COLP3, Pseudoalteromonas
atlantica Té6C Q3CSZ5 ALTAT, Shewanella oneidensis
Q8EF49_SHEON, Saccharophagus degradans Q21E20_SACD2,
Saccharophagus degradans Q21ER7_SACD2, Vibrio angustum S514
Q1lZWES_9VIBR, Vibrio vulnificus  Q8DAE2_ VIBVU, Vibrio
alginolyticus 12G01 QIVCP6_ VIBAL, Vibrio sp DAT722
Q2FA22 9VIBR, Vibrio parahaemolyticus Q87NJl_VIBPA, Vibrio
fischeri QSE1F5 VIBF1, Vibrio wvulnificus Q7MJS8_VIBVY,
Photobacterium sp SKA34 Q2C6Z5_9GAMM, Hahella chejuensis
Q2SFY7 HAHCH, Oceanospirillum sp MED92 Q2BKVO_9GAMM,
Oceanobacter sp RED65 Q1NO35_9GAMM, Desulfovibrio
desulfuricans Q310U7 DESDG, Halothermothrix orenii H 168
Q2AIWS O9FIRM, Thermoanaerobacter tengcongensis
Q8RBX6_ THETN, Caldicellulosiruptor saccharolyticus DSM 8903
Q2ZH17_CALSA, Clostridium acetobutylicum Q97E73_CLOAB,
Alkaliphilus metalliredigenes QYMF Q3C763_9CLOT,
Clostridium tetani Q899J9 CLOTE e Clostridium beijerincki
NCIMB 8052 Q2WVNO CLOBE. Prevé-se que essas sequéncias
codifiquem proteinas H-NOX com base na identificagdo dessas
proteinas como pertencentes & familia da proteina H-NOX com
o uso da base de dados Pfam aqui descrita.

Proteinas H-NOX e &cidos nucléicos adicionais que

podem ser adequados para uso nas composi¢des farmacéuticas
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e métodos aqui descritos podem ser identificados com o uso
de métodos padronizados. Por exemplo, programas
padronizados de alinhamento de sequéncias e/ou de previsdo
de estrutura podem ser usados para identificar proteinas H-
NOX e &acidos nucléicos adicionais com base na similaridade
de sua estrutura primdria e/ou secunddria de proteina
prevista com aquela de proteinas H-NOX e dcidos nucléicos
conhecidos. Por exemplo, a base de dados Pfam usa
algoritmos de alinhamento definidos e Modelos Ocultos de
Markov (por exemplo, Pfam 21.0) para categorizar as
proteinas em familias como, por exemplo, a familia da
proteina H-NOX (Pfam - uma base de dados de alinhamentos de
dominio de familia de proteina e Modelos Ocultos de Markov,
Marca Registrada (C) 1996-2006 “The Pfam Consortium; GNU
LGPL Free Software Foundation, Inc.”, 59 Temple Place -
Suite 330, Boston, MA 02111-1307, EUA). Bases de dados
padronizadas como, por exemplo, a base de dados “swissprot-
trembl” (na Internet em “expasy.org”, “Swiss Institute of
Bioinformatics Swiss-Prot group CMU” - 1 rue Michel Servet
CH-1211 Genebra 4, Suiga) também podem ser usadas para
identificar membros da familia da proteina H-NOX. A
estrutura secundaria e/ou tercidria de uma proteina H-NOX
pode ser prevista com a utilizagdo dos ajustes padronizados
de programas padronizados de previsdo de estrutura como,
por exemplo, PredictProtein (630 West, 168 Street, BB217,
Nova York, N.Y. 10032, EUA). Alternativamente, a estrutura
secundaria e/ou tercidria real de uma proteina H-NOX pode
ser determinada com a utilizagdo de métodos padronizados.
Em algumas modalidades, a proteina H-NOX possui o

mesmo aminodcido na posigdo correspondente que qualgquer um
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dos seguintes residuos da bolsa distal em H-NOX de T.
tengcongensis: Thr4, Ile5, Thr8, Trp9, Trp67, Asn74, Ile75,
Phe78, Phe82, Tyrl40, Leul44 ou qualquer combinac¢do de dois
ou mais dos citados anteriormente. Em algumas modalidades,
a proteina H-NOX possui uma prolina ou uma arginina em uma

posicdo que corresponde aquela de Proll5 ou Argl35 de H-NOX

de T. tengcongensis, respectivamente, com base no
alinhamento de sequéncias de suas seqiéncias de
aminodcidos. Em algumas modalidades, a proteina H-NOX

possui uma histidina que corresponde a Hisl05 de R.
norvegicus Pl H-NOX. Em algumas modalidades, a proteina H-
NOX possui ou prevé-se que tenha uma estrutura secundaria
que inclui seis hélices alfa, seguidas por duas fitas beta,
seguidas por uma hélice alfa, seguida por duas fitas beta.
Essa estrutura secundaria foi relatada para proteinas H-
NOX.

Se desejado, uma proteina H-NOX recém-identificada
pode ser testada para determinar se ela se liga ao heme com
a utilizacdo de métodos padronizados. A habilidade de uma
proteina H-NOX para funcionar como um transportador de O;
pode ser testada determinando-se se a proteina H-NOX se
liga ao O, com a utilizagdo de métodos padronizados como,
por exemplo, aqueles aqui descritos. Se desejado, uma ou
mais das mutacdes aqui descritas podem ser introduzidas na
proteina H-NOX para otimizar suas caracteristicas como
transportador de O,. Por exemplo, podem ser introduzidas
uma ou mais mutagdes para alterar sua constante de
dissociacdo de 0., a kosr para oxigénio, a taxa de auto-
oxidacdo de heme, a reatividade ao NO, a estabilidade ao NO

ou qualquer combinagdo de dois ou mais das citadas
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anteriormente. Técnicas padronizadas, tais como aquelas
aqui descritas, podem ser wusadas para medir esses
parametros.

Como aqui discutido, proteinas H-NOX mutantes (por
exemplo, mutantes de classe I e de classe II discutidos
abaixo) podem ser derivados por mutagénese a partir dessas
ou de outras sequéncias-fonte naturais do tipo selvagem
(por exemplo, as seqiéncias listadas nas FIGS. 2-4D ou 8A-
8DD ou qualquer outra sequéncia aqui descrita). Como aqui
usado, o termo “derivada de” refere-se a fonte da proteina
na qual uma ou mais mutagdes €& introduzida. Por exemplo,
uma proteina que é “derivada de uma proteina de mamifero”
refere-se & proteina de interesse que resulta da introdugao
de uma ou mais muta¢des na sequéncia de uma proteina do
tipo selvagem de mamifero (ou seja, uma sequéncia que
ocorre na natureza) .

Proteinas H-NOX mutantes

Como aqui discutido anteriormente, uma proteina H-NOX
podé conter uma ou mais muta¢des, por exemplo, uma mutagdo
que altera a constante de dissociacdo de O,, a kosr para
oxigénio, a taxa de auto-oxidagdo de heme, a reatividade ao
NO, a estabilidade ao NO, ou qualquer combinagdo de dois ou
mais das citadas anteriormente, comparadas com aquelas da
proteina do tipo selvagem correspondente. Podem ser gerados

painéis de proteinas H-NOX projetadas por mutagénese

aleatébria, seguida por rastreamento V empirico para
constantes de dissociagédo, taxas de dissociacgao,
reatividade ao NO, estabilidade, compatibilidade
fisiolbégica necessarias ou desejadas, ou qualquer

combinacdo de dois ou mais das citadas anteriormente, a luz
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dos ensinamentos aqui fornecidos com a wutilizagdo de
técnicas aqui descritas e, adicionalmente, como conhecido
por aqueles habilitados na técnica. Alternativamente, a
mutagénese pode ser direcionada seletivamente para regides
ou residuos especificos, tais como residuos da bolsa distal
aparentes a partir da estrutura tridimensional determinada
experimentalmente ou prevista de uma proteina H-NOX (FIG.
1A nessa especificagdo; e veja, por exemplo, Boon, E.M. e
cols. (2005) , “Molecular Basis For NO Selectivity in
Soluble Guanylate Cyclase”, Nature Chemical Biology 1: 53-
59, que é aqui incorporado por referéncia em sua
totalidade, particularmente com relacdo as sequéncias de
proteinas H-NOX do tipo selvagem e mutantes) ou residuos
consexvados evolutivamente identificados a parir de
alinhamentos de sequéncias (FIGS. 2-4 nessa especificagdo;
e veja, por exemplo, Boon E.M. e cols. (2005), “Molecular
Basis For NO Selectivity in Soluble Guanylate Cyclase”,
Nature Chemical Biology 1: 53-59, que & aqui incorporado
por referéncia em sua totalidade, particularmente com
relacdo as sequéncias de proteinas H-NOX do tipo selvagem e
mutantes) .

Como aqui usado, o termo “proteina mutante” significa
uma proteina com uma ou mais mutagdes, comparada com uma
proteina gque ocorre na natureza. Em uma modalidade, a
proteina mutante possui uma seqiéncia que difere daquela de
todas as proteinas gque ocorrem na natureza. Em varias
modalidades, a sequéncia de aminodcidos da proteina mutante
é pelo menos cerca de 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 60, 70,
80, 90, 95, 97, 98, 99 ou 99,5% idéntica aquela da regido

correspondente de uma proteina que ocorre na natureza. Em
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algumas modalidades, a proteina mutante é um fragmento de
proteina que contém pelo menos cerca de 25, 50, 75, 100,
150, 200, 300 ou 400 aminodcidos contiguos de uma proteina
de comprimento total. A identidade de sequéncia pode ser
medida, por exemplo, com o uso de um software de analise de
seqiéncias com os parametros padronizados aqui
especificados (por exemplo, Pacote de Softwares de Analise
de Seqiéncias do “Genetics Computer Group”, “University of
Wisconsin Biotechnology Center”, 1710 University Avenue,
Madison, WI 53705). Esse programa combina sequéncias
similares por atribuigdo de graus de homologia para varias
substituigdes, eliminag¢des e outras modificag¢des de
aminoacidos.

Como aqui usado, o termo ‘“mutagdo” significa uma
alteracdo em um A&cido nucléico ou em uma sequéncia de
aminodcidos de referéncia que ocorre na natureza. Mutagdes
de A&cidos nucléicos exemplares incluem uma insercgao,
eliminacdo, muta¢do estrutural, mutagao silenciosa, mutacgao
do tipo nonsense ou mutagdo do tipo missense. Em algumas
modalidades, a mutac¢do do Acido nucléico ndo é uma mutagao
silenciosa. Mutacdes de proteinas exemplares incluem a
insercdo de um ou mais aminodcidos (por exemplo, a inser¢ao
de 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 ou 10 aminodcidos), a eliminagdo
de um ou mais aminodcidos (por exemplo, a eliminagdo de
residuos do terminal N, do terminal C e/ou internos como,
por exemplo, a eliminagdo de pelo menos cerca de 5, 10, 15,
25, 50, 75, 100, 150, 200, 300 ou mais aminoacidos, ou uma
eliminacdo de cerca de 5, 10, 15, 25, 50, 75, 100, 150,
200, 300 ou 400 aminodcidos), a substituigdo de um ou mais

aminoacidos (por exemplo, a substituicdo de 2, 3, 4, 5, 6,
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7, 8, 9 ou 10 aminodcidos), ou combina¢des de dois ou mais
dos citados anteriormente. Um truncamento funcional
exemplar de uma proteina H-NOX inclui os residuos 1-385 da
seqiéncia de PBl. Em algumas modalidades, uma proteina
mutante possui pelo menos uma alteragdo de aminoacido,
comparada com uma proteina que ocorre na natureza. Em
algumas modalidades, uma sequéncia de Aacidos nucléicos
mutante codifica uma proteina gque possui pelo menos uma
alteracdo de aminoadcido, comparada com uma proteina que
ocorre na natureza. Em algumas modalidades, o acido
nucléico nd3o é uma versdo degenerada de um &cido nucléico
que ocorre na natureza que codifica uma proteina com uma
seqiéncia de aminodcidos idéntica a uma proteina que ocorre
na natureza. A nomenclatura usada para se referir a uma
mutagao de aminoacido em particular identifica,
inicialmente, o aminocdcido do tipo selvagem, seguido pelo
namero do residuo e, finalmente, o aminodcido substituto.
Por exemplo, Y140L significa que tirosina foi substituida
por uma leucina no nGmero de residuo 140.

Uma “‘mutagao conservada evolutivamente” é a
substituicdo de um aminodcido em uma proteina por um
aminodcido na posicdo correspondente de outra proteina na
mesma familia de proteina. Mutagdes conserxrvadas
evolutivamente exemplares (também denominadas mutagdes da
classe I) estdo listadas na Tabela 1A. Na Tabela 1A, as
mutag¢des sao numeradas/anotadas de acordo com a sequéncia
de H-NOX PB1 humana, mas sdo andlogas para todas as
seqiiéncias de H-NOX. Dessa forma, a posigédo correspondente
em qualquer outra proteina H-NOX pode ser mutada para O

residuo indicado. Por exemplo, Phe4 de H-NOX [B1 humana
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podem ser mutada para uma tirosina, uma vez que outras
proteinas H-NOX possuem uma tirosina nessa posigdo. O
residuo de fenilalanina correspondente pode ser mutado para
uma tirosina em qualquer outra proteina H-NOX. Em
modalidades especificas, uma ou mais mutagdes estao
confinadas aos residuos conservados evolutivamente. Em
algumas modalidades, uma ou mais mutagdes podem incluir
pelo menos uma mutagdo conservada evolutivamente e pelo
menos uma mutagdo ndo conservada evolutivamente. Se
desejado, essas proteinas H-NOX mutantes sé&o submetidas ao
rastreamento empirico para constantes de dissociagdo de
NO/O,, reatividade ao NO, estabilidade e compatibilidade
fisiolégica & luz dos ensinamentos aqui fornecidos.

Tabela 1A. Mutagdes de H-NOX da Classe I exemplares

dirigidas aos residuos conservados evolutivamente

F4yY Q30G I145Y
F4L E33P I145H
H7G N61G K151E
A8BE C78H I157F
LO9SW Al09F E183F

Em algumas modalidades, a muta¢gdo é uma mutagdo da
bolsa distal, por exemplo, uma mutagdo de um residuo na

hélice alfa A, D, E ou G (Pellicena, P. e cols. (31 de

agosto de 2004), “Crystal Structure of An Oxygen-Binding
Heme Domain Related to Soluble Guanylate Cyclases”, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 101(35): 12.854-12.859). Mutagdes

exemplares da bolsa distal (também denominadas mutagdes da
classe II) estdo listadas na Tabela 1B. Na Tabela 1B, as
muta¢gdes sdo numeradas/anotadas de acordo com a seqiéncia

de H-NOX pB1 humana, mas sdo andlogas para todas as
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sequéncias de H-NOX. Como vVvarias substituigdes fornecem
mutacdes vidveis em cada residuo citado, o residuo em cada
posigd3o indicada pode ser alterado para qualquer outro
aminoacido de ocorréncia natural ou de ocorréncia ndo
natural (denominado “X”). Estas muta¢des podem produzir
proteinas H-NOX com diversas caracteristicas desejadas de
afinidade, estabilidade e reatividade.

Tabela 1B. Mutagdes de H-NOX da Classe II exemplares

direcionadas aos residuos da bolsa distal

v8X M73X I145X
L9X F77X I149X
F70X C78X

Em modalidades especificas, a mutagdo & uma mutagido de
heme da bolsa distal. Como aqui descrito, um determinante
molecular crucial que evita a ligagdo ao O, em membros da
familia de H-NOX de ligagdo ao NO & a auséncia de um doador
de ligag¢do H na bolsa distal do heme. Conseqientemente, em
algumas modalidades, a mutagdo altera a ligagdo de H entre
o dominio de H-NOX e o ligante dentro da bolsa distal. Em
algumas modalidades, a mutagdo rompe um doador de ligagdo H
da bolsa distal e/ou transmite redugdo de ligagdo de
ligante de O, em relagdo ao dominio de H-NOX do tipo
selvagem correspondente. Residuos da bolsa distal
exemplares incluem hr4, Ile5, Thr8, Trp9, Trpé67, Asn74,
Ile75, Phe78, Phe82, Tyrl40 e Leul44 de H-NOX de T.
tengcongensis e os residuos correspondentes em qualquer
outra proteina H-NOX.

Residuos que ndo estejam na bolsa distal também podem
afetar a estrutura tridimensional do grupo heme; essa

estrutura, por sua vez, afeta a ligagdo de O, e de NO ao
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ferro nd grupo heme. Conseqguentemente, em algumas
modalidades, a proteina H-NOX possui uma ou mais mutagdes
fora da bolsa distal. Exemplos de residuos que podem ser
mutados, mas que ndo estdo na bolsa distal, incluem Proll5
e Argl35 de H-NOX de T. tengcongensis. Em algumas
modalidades, a mutacdo estd na bolsa proximal que inclui
His105 como um residuo que se liga ao ferro de heme.

Em algumas modalidades, quando duas ou mais mutacgdes
estdo presentes, pelo menos uma mutacdo esta na bolsa
distal, e pelo menos uma mutagdo esta fora da bolsa distal
(por exemplo, uma mutagdo na bolsa proximal) . Em algumas
modalidades, todas as muta¢des estdo na bolsa distal.

Em algumas modalidades, a sequéncia de aminodacidos da
proteina H-NOX ndo é idéntica & sequiéncia de uma proteina
que é produzida por um organismo na natureza. Em algumas
modalidades, a seqiéncia de aminodcidos da proteina H-NOX
nio é idéntica a uma seqiéncia encontrada em qualquer base
de dados em 21 de maio de 2006 ou em 22 de maio de 2006
(por exemplo, tddas as seqléncias previstas conhecidas ou
conhecidas como sendo uma seqiiéncia de &acidos nucléicos ou
de aminoidcidos de H-NOX). Em algumas modalidades, a
seqiiéncia de aminodcidos da proteina H-NOX ndo & idéntica a
uma sequéncia encontrada em qualquer base de dados em 21 de
maio de 2007 ou em 22 de maio de 2007 (por exemplo, todas
as sequéncias previstas conhecidas ou conhecidas como sendo
uma seqiéncia de &acidos nucléicos ou de aminoacidos de H-
NOX) .

Para reduzir a imunogenicidade de proteinas H-NOX
derivadas de outras fontes gque ndo seres humanos, Os

aminodcidos em uma proteina H-NOX podem ser mutados para oS
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aminodcidos correspondentes em uma H-NOX humana. Por
exemplo, um ou mais aminodcidos na superficie da estrutura
tercidria de uma proteina H-NOX ndo humana podem ser
mutados para o aminodcido correspondente em uma proteina H-
NOX humana. Em algumas variag¢des, uma mutagdo de um ou mais
aminodcidos de superficie pode ser combinada com uma
mutacdo de dois ou mais residuos da bolsa distal, uma
mutacdo de um ou mais residuos fora da bolsa distal (por
exemplo, uma mutagdo na bolsa proximal), ou combinagdes de
dois ou mais dos citados anteriormente.

Mutacdes exemplares sdo mostradas na Tabela 2. Além
disso, qualquer um dos residuos listados na Tabela 2 pode
ser mutado para qualquer outro aminodcido. A invengao
também estid relacionada a qualquer combinagdo de mutacgdes
aqui descritas como, por exemplo, mutagdes duplas, triplas
ou maiores. Por exemplo, combinagdes de qualquer uma das
mutacdes aqui descritas podem ser feitas na mesma proteina
H-NOX. Observe gue mutagdes em posigdes equivalentes em
outras proteinas H-NOX de mamiferos ou nd3o mamiferos também
sdo englobadas por essa invengdo. Se desejado, residuos
diferentes daqueles mencionados na Tabela 2 também podem
ser mutados. Proteinas H-NOX mutantes exemplares
compreendem uma ou mais mutag¢des gque transmitem alteragédo
da ligagdo de ligante de O, ou NO em relagdo ao dominio de
H-NOX do tipo selvagem correspondente, € sao operacionais
como um transportador de 02 gasoso sanglineo
fisiologicamente compativel de mamiferos.

Na Tabela 2 e em todas as tabelas subsequentes, o
ntimero de residuo para uma mutagdo indica a posigao na

seqiiéncia da proteina H-NOX em particular descrita. Por
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exemplo, T. tengcongensis IS5A refere-se a substituigao de
isoleucina por alanina na gquinta posigdo em H-NOX de T.
tengcongensis. A mesma wmutagdo de isoleucina em alanina
pode ser feita no residuo correspondente em qualquer outra
proteina H-NOX (esse residuo pode ou ndo ser o quinto
residuo na sequéncia de outras proteinas H-NOX). Como a
seqiiéncias de aminodcidos dos dominios de 1 H-NOX
mamiferos diferem em, no maximo, dois aminodcidos, espera-
se também que as mutag¢des que produzem as proteinas H-NOX
mutantes desejaveis, quando introduzidas nas proteinas B1
H-NOX do tipo selvagem de rato, produzam proteinas H-NOX
mutantes desejaveis quando introduzidas em proteinas B1 H-
NOX do tipo selvagem de outros mamiferos, por exemplo,
seres humanos.

Tabela 2. H-NOX mutantes exemplares de T. tengcongensis
(Tt), L. pneumophila (Lp), D. desulfuricans (Dd), V.
cholera (Ve), N. punctiforme (Np), C. botulinum (Cb), C.

acetobutylicum, (Ca), de rato, humanas, de C. elegans (Ce) .

outras.
R Lp .pd bactérias Rato Homana.  Vexrme:
-Dd H-. |
e, NOX(728- “Ce GCY-
TtH-NOX +L2H-NOX .899) VeHINOX  BI(1:385)  Bl(i-3835) 35(1-252)
nHNOX | BL(1:385)  BI(1:385),
His6' L2'F142Y° DdYI39L. NpH-N T H45Y T145Y

Bl BlLss)
nasH. IasH

plO-385)  BLA-38S)
C78Y C78Y:

Te15L L1 H-NOX-
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CaH-
NOX(1-
197)

Ca H-
NOX(1-
183)

B1(1-194).
B1 HIOSF

B1 H105G
B1(1-194)
1145Y

BI(1-194)
81 H105F

Bl H105G
B1(1-194)
1145Y

B1(1-194)
B1(1—194)“ i LowW-

Tt WF- '
LOW-1145Y  1145Y

N74A
B2(1-217)

B2(1-217)
1142Y

B2(1-217),
B2(1-217)
1142Y,

7t WOY

Tt WOH

¥ N74E
T N74A

7rN74A-
Y140H
Tt I75F
His6

Tt F78Y-.
Y140L.
Tt F78Y-

TtP1ISA
TrR135Q
His6
“Tr'Y140F

Tt Y140L

1y Y140H

Tt Y140A
. Tr.L144F
His6

Modifica¢des nas proteinas H-NOX

Qualquer uma das proteinas H-NOX do tipo selvagem ou

mutantes pode ser modificada e/ou formulada com a

métodos padronizados para aprimorar as

utilizag¢do de

aplicagdes terapéuticas ou industriais. Por exemplo, e

particularmente aplicados &as proteinas H-NOX heterdlogas
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projetadas, diversos métodos sd@o conhecidos na técnica para

o isolamento desses agentes da vigildncia imunoldgica,

incluindo entrecruzamento, PEGuilacgdo, decoragao de
carboidrato etc. (por exemplo, Rohlfs, R.J. e cols. (15 de
maio de 1998), “Arterial Blood Pressure Responses to Cell-

Free Hemoglobin Solutions And The Reaction With Nitric
Oxide”, J. Biol. Chem. 273(20): 12.128-12.134; Migita, R. e
cols. (junho de 1997), “Blood Volume And Cardiac Index in
Rats After Exchange Transfusion With Hemoglobin-Based
Oxygen Carriers”, J. Appl. Physiol. 82(6): 1.995-2.002;
Vahdegriff, K.D. e cols. (15 de agosto de 2004), “Kinetics
of NO and O, Binding to a Maleimide Poly(ethylene glycol) -
Conjugated Human Haemoglobin”, Biochem. J. 382 (Pt 1): 183-
189, que sdo aqui incorporados por referéncia em suas
totalidades, particularmente com relagdo & modificagdo de
proteinas), bem como outras técnicas conhecidas por aqueles
habilitados na técnica. A fusd3o de uma proteina H-NOX com
uma proteina humana como, por exemplo, albumina sérica
humana, pode aumentar a meia-vida sérica, a viscosidade e a
pressdo oncdética coloidal. Em algumas modalidades, uma
proteina H-NOX é modificada durante ou depois de sua
sintese para diminuir sua imunogenicidade e/ou para
aumentar seu tempo de retengdo plasmltica. As proteinas H-
NOX também podem ser encapsuladas (por exemplo,
encapsulagdo dentro de lipossomos ou nanoparticulas) .

Caracteristicas de proteinas H-NOX do tipo selvagem e
mutantes

Como aqui descrito, foi gerado um grande namero de
proteinas H-NOX mutantes variadas gque fornecem intervalos

de constantes de dissociagdo de NO e de O, de Kqe de Oz, de
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reatividade ao NO e de estabilidade. Para fornecer
transportadores de gases sangliineos operacionais, as
proteinas H-NOX podem ser usadas para substituir
funcionalmente ou suplementar os transportadores enddgenos
de O, como, por exemplo, hemoglobina. Consequentemente, em
algumas modalidades, uma proteina H-NOX possui uma taxa de
associacio de O,, uma taxa de dissociagdo de Oz, uma
constante de dissociagao para ligagao de 0,, uma
estabilidade ao NO, uma reatividade ao NO, uma taxa de
auto-oxidacdo, um tempo de retengdo plasmdtica similares ou
aperfeigoados, ou qualquer combinagdo de dois ou mais dos
citados anteriormente, comparados com um transportador de
0, enddgeno como, por exemplo, hemoglobina.

Como aqui usado, o termo “hemoglobina” significa uma
proteina ou um mutante desta da familia bem caracterizada
de hemoglobinas, que sdo metaloproteinas de transporte de
0, que contém ferro, em células sanglineas vermelhas. A
hemoglobina humana purificada, sem estroma, possui uma Kp
cinética para ”o O, de cerca de 200-500 nM. Eése valor
depende da subunidade.

Como aqui usado, o termo “Kose” significa uma taxa de
dissociacdo, por exemplo, a taxa de liberacdo de O, ou de
NO por uma proteina. Um valor numérico de Keer menor indica
uma taxa de dissociag¢do mais lenta. Em varias modalidades,

=

a korse para O, para uma proteina H-NOX & entre cerca de 0,01

1

a cerca de 200 s!' a 20°C como, por exemplo, cerca de 0,1 a

cerca de 200 s!, cerca de 0,1 a 100 s™', cerca de 1,0 a

1

cerca de 16,0 s, cerca de 1,35 a cerca de 23,4 s, cerca
de 1,34 a cerca de 18 s™', cerca de 1,35 a cerca de 14,5 s’
1, cerca de 0,21 a cerca de 23,4 s™', cerca de 1,35 a cerca
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de 2,9 s', cerca de 2 a cerca de 3 s™', cerca de 5 a cerca

de 15 s! ou cerca de 0,1 a cerca de 1 s'. Em algumas

modalidades, a proteina H-NOX possui uma Koff para oxigénio
que é menor ou igual a cerca de 0,65 s a 20°C (por

-1

1 a cerca de 0,65 s a

exemplo, entre cerca de 0,21 s
20°C) .

O termo “kon” significa uma taxa de associagao, por
exemplo, a taxa de ligagdo de O ou NO a uma proteina. Um
valor numérico menor da ko, indica uma taxa de associagdo
mais lenta. Em varias modalidades, a ko para O, para uma

proteina H-NOX & entre cerca de 0,14 a cerca de 60 pMt st

a 20°C como, por exemplo, cerca de 6 a cerca de 60 puM™* s™',

cerca de 6 a 12 uM' s, cerca de 15 a cerca de 60 pMt s,

-1

cerca de 5 a cerca de 18 uM™*' s ou cerca de 6 a cerca de

15 uyM™* s7t.

O termo “constante de dissociagdo” significa uma
vconstante de dissociacdo cinética” ou uma “constante de
dissociagdo calculada”. Uma “constante de dissociagao
cinética” ou “Kp” siénifica uma proporgao dé taxa cinética
Ooff (koes) para a taxa cinética on (kon), por exemplo, um
valor de Kp determinado como um valor absoluto com a
utilizacdo de métodos padronizados (por exemplo, métodos
espectroscépicos, de fluxo interrompido ou de fotdlise
instantdnea padronizados), incluindo métodos conhecidos por
aqueles habilitados na técnica e/ou aqui descritos. A
“constante de dissociacdo calculada” ou “Kp calculada”
refere-se a uma aproximagdo da constante de dissociagdo
cinética com base em uma koes medida. Um valor para a Kon €

derivado por meio da correlagdo entre a Kp cinética e a

ko, como aqui descritas.
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Em vaArias modalidades, a Kp cinética ou calculada para
a ligagdo de O, por uma proteina H-NOX €& entre cerca de 1
nM a 1 mM como, por exemplo, cerca de 2 nM a cerca de 2 uM,
cerca de 2 uM a cerca de 1 mM, cerca de 100 nM a cerca de 1
UM, cerca de 9 pM a cerca de 50 pM, cerca de 100 pM a cerca
de 1 mM, cerca de 50 nM a cerca de 10 pM, cerca de 2 nM a
cerca de 50 uM, cerca de 100 nM a cerca de 1,9 uM, cerca de
150 nM a cerca de 1 uM ou cerca de 100 nM a cerca de 255
nM, cerca de 20 nM a cerca de 2 pM, 20 nM a cerca de 75 nM,
cerca de 1 uM a cerca de 2 uM, cerca de 2 puM a cerca de 10
pM, cerca de 2 pM a cerca de 9 puM ou cerca de 100 nM a 500
nM a 20°C. Em algumas modalidades, a Kp cinética ou
calculada para a ligagdo de O, &€ de menos do que cerca de
100 nM, 80 nM, 50 nM, 30 nM, 25 nM, 20 nM ou 10 nM a 20°C.

Em varias modalidades, a Kp cinética ou calculada para
a ligacdo de O, por uma proteina H-NOX estd dentro de cerca
de 0,01 a cerca de 100 vezes a da hemoglobina sob as mesmas
condig¢des (por exemplo, a 20°C), por exemplo, entre cerca
de 0,1 a cerca de 10 vezes ou entre cerca de 0,5 a cerca de
2 vezes a da hemoglobina sob as mesmas condig¢des (por
exemplo, a 20°C). Em varias modalidades, a Kp cinética ou
calculada para a ligagdo de NO por uma proteina H-NOX esta
dentro de cerxca de 0,01 a cerca de 100 vezes a da
hemoglobina sob as mesmas condigdes (por exemplo, a 20°C),
por exemplo, entre cerca de 0,1 a cerca de 10 vezes ou
entre cerca de 0,5 a cerca de 2 vezes a da hemoglobina sob
as mesmas condig¢des (por exemplo, a 20°C).

Como aqui usado, o termo “afinidade por oxigénio” & um
termo qualitativo que se refere & poténcia da ligagdo de

oxigénio & porgdo heme de uma proteina. Essa afinidade é
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afetada tanto pela ko quanto pela kon por oxigénio. Um
valor de Kp por oxigénio numericamente inferior significa
uma afinidade maior. “Afinidade por NO” & um termo
qualitativo que se refere a poténcia da ligagao de NO a uma
proteina (por exemplo, ligagdo a um grupo heme ou a um
oxigénio ligado a um grupo heme associado a uma proteina) .
Essa afinidade é afetada tanto pela koss quanto pela Kon POr
NO. Um valor de Kp por NO numericamente inferior significa
uma afinidade maior.

Como aqui usado, o termo “estabilidade ao NO” refere-
se & estabilidade ou resisténcia de uma proteina a oxidagdo
por NO na presenga de oxigénio. Por exemplo, a habilidade
da proteina para nd3o ser oxidada quando ligada ao NO na
presenga de oxigénio € indicativa da estabilidade da
proteina ao NO. Em algumas modalidades, menos do que cerca
de 50, 40, 30, 10 ou 5% de uma proteina H-NOX sdo oxidados
apés incubagdo por cerca de 1, 2, 4, 6, 8, 10, 15 ou 20
horas a 20°C.

Como aqui usado, o termo “reatividade ao NO” refere-se
a4 taxa na qual o ferro no heme de uma proteina de ligagdo
de heme é oxidado por NO na presenga de oxigénio em uma
concentracdo de 2 pM de proteina. Um menor valor numérico

1

para a reatividade ao NO em unidades de s indica uma

reatividade ao NO menor . Em vAarias modalidades, a

P

reatividade ao NO de uma proteina H-NOX & de menos do que

1

cerca de 700 s ' a 20°C como, por exemplo, menos do due

cerca de 600 s’!, 500 s, 400 s™*, 300 s*, 200 s, 100 s%,

75 s' 50 s!, 25 s!, 20 s%, 10 s, 50 s*, 3 s}, 2s7%, 1,8

I

s' 1,5 s 1,2 s* 1,0 s*o0,8 s 0,7 s' ou 0,6 st a

20°C. Em varias modalidades, a reatividade ao NO de uma
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proteina H-NOX & entre cerca de 0,1 a cerca de 600 st a

20°C como, por exemplo, entre cerca de 0,5 a cerca de 400

s!, cerca de 0,5 a cerca de 100 s™', cerca de 0,5 a cerca

de 50 s, cerca de 0,5 a cerca de 10 s, cerca de 1 a
cerca de 5 s! ou cerca de 0,5 a cerca de 2,1 s a 20°C. Em
varias modalidades, a reatividade de uma proteina H-NOX &
pelo menos cerca de 10, 100, 1.000 ou 10.000 vezes menor do
que aquela da hemoglobina sob as mesmas condig¢des, por
exemplo, a 20°C.

Como aqui usado, o termo “taxa de auto-oxidagao”
refere-se & taxa na qual o ferro no heme de uma proteina de
ligagdo de heme & auto-oxidado. Um valor numérico menor da

1

taxa de auto-oxidacdo em unidades de s~ indica uma taxa de

auto-oxidag¢do menor. Em varias modalidades, a taxa de auto-
oxidagdo de heme de uma proteina H-NOX é de menos do que
cerca de 1,0 h™* a 37°C como, por exemplo, menos do que
cerca de 0,9 h'', 0,8 h'*, 0,7 h*, 0,6 h*, 0,5 h™*, 0,4 h'’,
0,3 h*, 0,2 h* 0,1 h* ou 0,05 h'* a 37°C. Em varias
modalidades, a taxa de auto-oxidagdo de heme de uma
proteina H-NOX & entre cerca de 0,006 a cerca de 5,0 h'! a
37°C como, por exemplo, cerca de 0,006 a cerca de 1,0 h?t,
0,006 a cerca de 0,9 h* ou cerca de 0,06 a cerca de 0,5 h™*
a 37°cC.

Em vérias‘ modalidades, uma proteina H-NOX mutante
possui: (a) uma constante de dissociag¢do de 0O; ou NO, uma
taxa de associag¢do (kon para O, ou NO) ou uma taxa de
dissociagdo (kofr para O, ou NO) dentro de 2 ordens de
magnitude daquela da hemoglobina, (b) possui uma afinidade

por NO mais fraca (por exemplo, pelo menos cerca de 10

vezes, 100 vezes ou 1.000 vezes mais fraca) do que aquela
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de sGC PB1, respectivamente, (c) uma reatividade ao NO com
(01 ligado pelo wmenos 1.000 vezes menor do que a
hemoglobina, (d) um tempo de retengdo plasmatica in vivo
pelo menos 2, 10, 100 ou 1.000 vezes maior do que aquele da
hemoglobina, ou (e) qualquer combinagdo de dois ou mais dos
citados anteriormente.

Transportadores de O; adequados exemplares fornecem
constantes de dissociacdo dentro de duas ordens de
magnitude daquela da hemoglobina, ou seja entre cerca de

0,01 e 100 vezes, por exemplo, entre cerca de 0,1 e 10

vezes, ou entre cerca de 0,5 e 2 vezes daquelas da
hemoglobina. Podem ser usadas diversas técnicas
estabelecidas para gquantificar as constantes de

dissociacdo, por exemplo, as técnicas aqui descritas (Boon,
E.M. e cols. (2005), “Molecular Basis For NO Selectivity in
Soluble Guanylate Cyclase”, Nature Chem. Biol. 1: 53-59;
Boon, E.M. e cols. (outubro de 2005), “Ligand
Discrimination in Soluble Guanylate Cyclase and the H-NOX
Family of Heme Sensor Proteins”, Curr. Opin. Chem. Biol.
9(5): 441-446; Boon, E.M. e cols. (2005), “Ligand
Specificity of H-NOX Domains: From sGC to Bacterial NO
Sensors”, J. Inorg. Biochem. 99(4): 892-902), Vandegriff,
K.D. e cols. (15 de agosto de 2004), “Kinetics of NO and O,
Binding to a Maleimide Poly(ethylene glycol) -Conjugated
Human Haemoglobin”, Biochem. J. 382 (Pt 1): 183-189, que sdo
aqui incorporados por referéncia em suas totalidades,
particularmente com relagdo & medida de constantes de
dissociagdo), além daquelas conhecidas por aqueles
habilitados na técnica. Transportadores de O, exemplares

fornecem reatividade da proteina H-NOX ao NO baixa ou
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minimizada com O, ligado, por exemplo, uma reatividade ao
NO menor do que aquela da hemoglobina. Em algumas
modalidades, a reatividade ao NO é bem menor como, por
exemplo, pelo menos cerca de 10, 100, 1.000 ou 10.000 vezes
menor do que aquela da hemoglobina. Podem ser wusadas
diversas técnicas estabelecidas para quantificar a
reatividade ao NO (Boon, E.M. e cols. (2005), "“Molecular
Basis For NO Selectivity in Soluble Guanylate Cyclase”,

Nature Chem. Biol. 1: 53-59; Boon, E.M. e cols. (outubro de

2005), “Ligand Discrimination in Soluble Guanylate Cyclase
and the H-NOX Family of Heme Sensor Proteins”, Curr. Opin.
Chem. Biol. 9(5): 441-446; Boon, E.M. e cols. (2005),

“Ligand Specificity of H-NOX Domains: From sGC to Bacterial
NO Sensors”, J. Inorg. Biochem. 99(4) : 892-902),
Vandegriff, K.D. e cols. (15 de agosto de 2004), “Kinetics
of NO and O, Binding to a Maleimide Poly(ethylene glycol) -
Conjugated Human Haemoglobin”, Biochem. J. 382 (Pt 1): 183-
189, que sdo aqui incorporados por referéncia em suas
totalidades, particularmente com relagdo a medida da
reatividade ao NO), além daquelas conhecidas por agqueles
habilitados na técnica. Como as H-NOX do tipo selvagem de
T. tengcongensis possuem uma reatividade ao NO muito baixa,
outras proteinas H-NOX do tipo selvagem e proteinas H-NOX
mutantes podem ter uma baixa reatividade ao NO similar. Por
exemplo, H-NOX Y140H de T. tengcongensis possui uma
reatividade ao NO similar aquela da H-NOX do tipo selvagem
de T. tengcongensis.

Além disso, transportadores de O, adequados fornecem
estabilidade elevada ou maximizada, particularmente

estabilidade in vivo. Podem ser utilizadas diversas medidas
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da estabilidade, por exemplo, a estabilidade oxidativa (por
exemplo, estabilidade & auto-oxidagdo ou a oxidagdao por
NO), estabilidade & temperatura e a estabilidade in vivo.
Podem ser usadas diversas técnicas estabelecidas para
quantificar a estabilidade, por exemplo, as técnicas aqui
descritas (Boon, E.M. e cols. (2005), “Molecular Basis For
NO Selectivity in Soluble Guanylate Cyclase”, Nature Chem.
Biol. 1:53-59; Boon, E.M. e cols. (outubro de 2005),
“Ligand Discrimination in Soluble. Guanylate Cyclase and
the H-NOX Family of Heme Sensor Proteins”, Curr. Opin.
Chem. Biol. 9(5): 441-446; Boon, E.M. e cols. (2005),
“Ligand Specificity of H-NOX Domains: From sGC to Bacterial
NO Sensors”, J. Inorg. Biochem. 99(4): 892-902), além
daquelas conhecidas por agqueles habilitados na técnica.
Para a estabilidade in vivo no plasma, sangue ou tecido,
medidas exemplares da estabilidade incluem o tempo de
retencdo, a taxa de depurag¢do e a meia-vida. Espera-se que
as proteinas H-NOX de organismos termofilicos sejam
estaveis em temperaturas elevadas. Em varias modalidades,
os tempos de retengdo plasmatica s8o pelo menos cerca de 2,
10, 100 ou 1.000 vezes maior do que agquela da hemoglobina
(por exemplo, Bobofchak, K.M. e cols. (agosto de 2003), “A
Recombinant Polymeric Hemoglobin With Conformational,
Functional, And Physiological Characteristics of an in vivo
02 transporter”, Am. J. Physiol. Heart Circ. Physiol.
285 (2) : H549-H561) . Como serd observado por adqueles
habilitados na técnica, substitutos do sangue baseados em
hemoglobina sdo limitados pela depuragdo vrapida da
hemoglobina sem células do plasma em fungdo da presenga de

receptores para hemoglobina que removem hemoglobina sem
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células do plasma. Como ndo had receptores para proteinas H-
NOX no plasma, espera-se que as proteinas H-NOX do tipo
selvagem e mutantes tenham um tempo de retengdo plasmatica
mais longo do que o da hemoglobina. Se desejado, o tempo de
retencdo plasmatica pode ser aumentado por PEGuilagdo ou
entrecruzamento de uma proteina H-NOX ou por fusdo de uma
proteina H-NOX com outra proteina com a utilizagdo de
métodos padronizados (por exemplo, aqueles aqui descritos e
aqueles conhecidos por aqueles habilitados na técnica) .

Em vArias modalidades, a proteina H-NOX possui uma
constante de dissociac3o de O, entre cerca de 1 nM a cerca
de 1 mM a 20°C, e uma reatividade ao NO pelo menos cerca de
10 vezes menor do que aquela da hemoglobina sob as mesmas
condig¢des, por exemplo, a 20°C. Em algumas modalidades, a
proteina H-NOX possui uma constante de dissociagdao de O

entre cerca de 1 nM a cerca de 1 mM a 20°C e uma

1 a 20°C (por

reatividade ao NO menos do que cerca de 700 s’
exemplo, menos do que cerca de 600 s™*, 500 s™*, 100 s, 20
s! ou 1,8 s' a 20°C). Em algumas modélidades, a proteina
H-NOX possui uma constante de dissociagdo de O: dentro de 2
ordens de magnitude a da hemoglobina, e uma reatividade ao
NO pelo menos cerca de 10 vezes menor do que aquela da
hemoglobina sob as mesmas condig¢des, por exemplo, a 20°C.
Em algumas modalidades, a proteina H-NOX possui uma Kegs
para oxigénio entre cerca de 0,01 a cerca de 200 st a
20°C, e uma reatividade ao NO pelo menos cerca de 10 vezes
menor do que aquela da hemoglobina sob aé mesmas condigdes,
por exemplo, a 20°C. Em algumas modalidades, a proteina H-

NOX possui uma kosr para oxigénio que é de menos do que

cerca de 0,65 s' a 20°C (por exemplo, entre cerca de 0,21
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s a cerca de 0,64 s' a 20°C), e uma reatividade ao NO

pelo menos cerca de 10 vezes menor do dque aquela da
hemoglobina sob as mesmas condigdes, por exemplo, a 20°C.
Em modalidades especificas, a constante de dissociagdo de
O, da proteina H-NOX é entre cerca de 2 nM a cerca de 50
pM, cerca de 50 nM a cerca de 10 uyuM, cerca de 100 nM a
cerca de 1,9 pM, cerca de 150 nM a cerca de 1 pM ou cerca
de 100 nM a cerca de 255 nM a 20°C. Em varias modalidades,
a constante de dissociagcdo de O, da proteina H-NOX & de
menos do que cerca de 80 nM a 20°C como, por exemplo, entre
cerca de 20 nM a cerca de 75 nM a 20°C. Em algumas
modalidades, a reatividade ao NO da proteina H-NOX €& pelo
menos cerca de 100 vezes menor ou cerca de 1.000 vezes
menor do que aquela da hemoglobina, sob as mesmas
condig¢des, por exemplo, a 20°C. Em algumas modalidades, a
reatividade ao NO da proteina H-NOX & de menos do que cerca
de 700 s! a 20°C como, por exemplo, menos do que cerca de
600 s, 500 s!, 400 s’*, 300 s, 200 s™*, 100 s, 75 s,
50 s!, 25 s, 20 s 10 s, 50 s, 3 s', 2 s, 1,8 s,
i,5 %, 1,2 s* 1,0 s* 0,8 s 0,7 s* ou 0,6 s* a 20°C.
Em algumas modalidades, a koer para oxigénio da proteina H-

1

NOX é entre 0,01 a 200 s~ a 20°C como, por exemplo, cerca

de 0,1 a cerca de 200 s™!, cerca de 0,1 a 100 s™l, cerca de

1,35 a cerca de 23,4 s, cerca de 1,34 a cerca de 18 st,

cerca de 1,35 a cerca de 14,5 s™!, cerca de 0,21 a cerca de

23,4 s', cerca de 2 a cerca de 3 s™!, cerca de 5 a cerca de

15 s! ou cerca de 0,1 a cerca de 1 s*. Em algumas
modalidades, a constante de dissociagdo de O, da proteina
H-NOX é entre cerca de 100 nM a cerca de 1,9 uM a 20°C, e a

koss para oxigénio da proteina H-NOX & entre cerca de 1,35



10

15

20

25

87/149

s' a cerca de 14,5 s' a 20°C. Em algumas modalidades, a

taxa de auto-oxidacdo de heme da proteina H-NOX & de menos
do que cerca de 1 h™* a 37°C como, por exemplo, menos do
que cerca de 0,9 h'*, 0,8 h'*, 0,7 h*, 0,6 h'*, 0,5 h'*, 0,4
h'l, 0,3 h*, 0,2 h* ou 0,1 h'!. Em algumas modalidades, a
koss para oxigénio da proteina H-NOX é entre cerca de 1,35
s' a cerca de 14,5 s ! a 20°C, e a taxa de auto-oxidagdo de

heme da proteina H-NOX é de menos do que cerca de 1 ht' a

37°C. Em algumas modalidades, a ko para oxigénio da

1 1

=

proteina H-NOX & entre cerca de 1,35 s~ a cerca de 14,5 s’
a 20°C, e a reatividade ao NO da proteina H-NOX & de menos
do que cerca de 700 s a 20°C (por exemplo, menos do que
cerca de 600 s!, 500 s%, 100 s’% 20 s ou 1,8 s*' a 20°C).
Em algumas modalidades, a taxa de auto-oxidacdo de heme da

P

proteina H-NOX & de menos do que cerca de 1 h't a 37°C, e a
reatividade ao NO da proteina H-NOX & de menos do que cerca
de 700 s! a 20°C (por exemplo, menos do que cerca de 600 s’
*, 500 s’', 100 s, 20 s ou 1,8 st a 20°C).

Em algumas modalidades, a viscosidade da solugdo de
proteina H-NOX é entre 1 e 4 centipoise (cP). Em algumas
modalidades, a press3o oncdtica coloidal da solugdo de
proteina H-NOX & entre 2,67 e 6,67 kPa.

A Tabela 3 lista tamanhos, afinidades por oxigénio,
estabilidades a auto-oxidacdo, taxas de reatividade ao NO e
modificacBes exemplares para proteinas H-NOX do tipo
selvagem e mutantes. Na Tabela 3, o tamanho do veiculo

refere-se ao peso molecular de uma proteina H-NOX

modificada (por exemplo, PEGuilada) ou ndo modificada.
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Tabela 3: Modalidades exemplares para proteinas H-NOX

Tamanho |Afinidade |[Estabilidade| Reatividade Decoragdo da

do ao (auto- ao NO (s™%) particula
veiculo | oxigénio oxidaq:ao)

>1 MD < 1 nM 1 hora 0,01 a 0,1 |Entrecruzamento
0,5 kD al 1 nM a 1 hal2h 0,1 al PEGuilagao

1 MD 100 nM
0,1 kD a| 100 nM a |12 h a 48 h 1 a 10 Encapsulagao
0,5 kD 1 uM
0,01 kD |1 uM a 10 48 h a 2 10 a 100
a 0,1 kD puM semanas

Dados exemplares para mutantes especificos sdo
registrados nas Tabelas 4-12. Nas Tabelas 4-12, B1 e P2
referem-se as proteinas derivadas de proteinas H-NOX de
rato. Como as seqiéncias de aminodcidos de dominios de
proteinas Pl H-NOX de mamiferos diferem em, no maximo, dois
aminoacidos, esperam-se resultados similares para as
mutacdes correspondentes em proteinas Bl H-NOX de outros
mamiferos, por exemplo, fB1 humana. Como mostrado na Tabela
4, a introducdo de uma ou mais mutagdes em proteinas H-NOX
do tipo selvagem permite que a taxa de auto-oxidagdo e a
taxa de dissociagdo de O, sejam alteradas. Se desejado, a
taxa de auto-oxidacdo ou a taxa de dissociagdo de O; pode
ser ainda alterada por combinagdo de qualquer uma das
mutacdes simples ou duplas listadas na Tabela 4 ou por
introducdo de uma ou mais mutag¢des adicionais em uma
proteina H-NOX, como aqui descrito.

Tabela 4. Estabilidade & auto-oxidagdo, propriedades de
ligagdo de O, (por exemplo, taxa de dissociagdo de 0;) e

residuos de ligagdo de H da bolsa distal estdo listados
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para proteinas H-NOX da classe II do tipo selvagem e
mutantes
Proteina Estabilidade Atividade de Residuos da
ligagdo de O bolsa distal

Tt H-NOX, uma H-NOX procaridética e um forte ligante de O

Tt H-NOX Kox ~0° Korr = 1,22 Trp9, Phe78,
Tyrl40

Tt Y140F Kox = 0,05 Koee = 15,7 ¢ Trp9, Phe78,
Phel40

Tt Y140L Kox = 0,19 Koge = 20 ¢ Trp9, Phe78,
Leul40

Tt Y140H Kox = 0,87 k&f = 5,03 Trp9, Phe78,
His140

Tt Y140A Estavel ° Complexo parcial [Trp9, Phe78,
Alal4o

Tt WOF Kox ~0° € Koese = 1,84 Phe9, Phe78,
Tyrl40

Tt WOF-Y140L|[Kox = 0,12 Sem complexo Phe9, Phe78,

formado Leul4O0

Tt WOF-Y140H|Kox = 0,11 Kore = 23,4 Phe9, Phe78,
His140

Tt F78Y- Kox ~0° Koee = 0,83 Trp9, Tyr78,

Y140L Leul40

Tt F78Y- Kox ~0° kKorg = 1,48 Trp9, Tyxr78,

Y140F Phel40

tipo selvagem ndo se liga ao O;

Proteinas H-NOX procaridticas para as quais a proteina do

1,2 H-NOX Estavel @ Sem complexo Phe9, Phe78,
formado Pheld?2
L2 F142Y Estavel Korr = 3,68 Phe9, Phe78,
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Tyrl42

7,2 FOW-F142Y |[Estavel f

Se liga ao O;

e

Trp9, Phe78,

Tyrl4?2

L1 H-NOX Kox = 0,31 Sem complexo L.eu9, Leu78,
formado Phel42

L1 F142Y Kox = 1,8 Koge = 1,73 ¢ Leu9, Leu7s,

Tyrl4?2

nido se liga ao O

H-NOX eucaridética para a qual a proteina do tipo selvagem

B2(1-217) Kox = 0,18 Sem complexo Leu9, Cys76,

formado Ilel42
B2(1-217) g Leu9, Cys76,
I142Y Tyrl4?2
B1(1-194) Kox = 4,3 Sem complexo Leu9, Cys78,

formado 1lel45
B1(1- Kox = 2,8 g Leu9, Cys78,
194)I145Y Tyrl45
B1(1-194) Kox ~ 10 g Trp9, Cys78,
LLOW-I1145Y Tyrl45
B1(1-385) Estavel © Sem complexo Leu9, Cys78,

formado Ilel45
B1(1-385) Kox = 0,72 Kore = 2.69 Leu9, Cys78,
I145Y Tyrl45
B1(1-385) Leu9, Cys78,
I145H Hisl45
B1(1-385) Leu9, Tyr78,
CcC78Y Ileld5

do tipo selvagem

Outra H-NOX prevista para se ligar ao O, como a construgao
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Dd H- Kox = 0,98 Koez = 5,80 Phe9, Phe7s,

INOX (728-899) Tyrl39

Dd Y 139L Phe9, Phe75,
Leul39

Cb H-NOX (1- |[Construgdo g Trp9, Phe78,

175) nio estavel " Tyrl40

Cb H-NOX(1l- [Ligeiramente |g Trp9, Phe78,

186) mais estavel * Tyrl40

Ca H-NOX(1l- |Construgao g Trp9, Phe78,

197) nio estavel ™ Tyrl40

Ca H-NOX(1- [Ligeiramente (g Trp9, Phe78,

183) mais estavel * Tyr1l40

Ce GCY-35(1- [Estavel Se liga ao O ¢ Phe9, Thr78,

252) Tyrl4d

P A construgdo & estavel a oxidagdo (avaliada pela taxa de
auto-oxidagao, Kox [h™*] a 37°C) e/ou perda de heme. b a
atividade de ligacdo de O, foi avaliada pela taxa de
dissociacdo de 0O, do heme a 20°C (s™'). € Apdés 24 horas a
37°C,“ainda ndo ha indicacdo de auto-oxidagao. 9 Apenas uma
pequena porgdo da proteina forma um complexo com O; a taxa
relatada representa a cinética para essa populagdo. €A
proteina se liga ao O, mas a kore ndo foili determinada. £
Embora relativamente estavel, essa proteina se precipitava
A medida que era oxidada, tornando dificil medir a Kkox-

Nio aplicadvel em fungdo da instabilidade ou da oxidagao
rapida. ® “Construgdo ndo estéavel” significa que a proteina
se oxida imediatamente sob as condig¢des testadas. .

“Ligeiramente mais estdvel” significa que a proteina se

oxida ao longo de um periodo de minutos a horas, mas ndo

permanece estavel além de 24 horas sob as condigdes
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testadas.

A Tabela 5 ilustra a alteragdo da taxa de associagdo
de 0, (kon), a taxa de dissociagdo de O: (korf), a constante
de dissociacdo de 0, (Kp) e a taxa de auto-oxidagao (kox) em
proteinas H-NOX pela introducdo de uma ou mais mutag¢des. Em
algumas modalidades, qualquer uma das mutag¢des simples ou
duplas listadas na Tabela 5 €& combinada com outra mutacgao
(por exemplo, outra mutagdo na Tabela 5 ou qualquer outra
mutacdo aqui descrita) para alterar ainda mais a taxa de
associagdo de 0O, a taxa de dissociag¢do de 0O, a constante
de dissociagdo de O3, a taxa de auto-oxidag¢dao ou
combinacdes de dois ou mais dos citados anteriormente.
Tabela 5. Constantes de cinética de 1ligag¢do de O para

proteinas heme Fe'' ligadas por histidil

Proteina Kp * Kon ® Koge Kox & Ref,
13,61 % 1,22 +
Tt H-NOX 89,7 * 6,2 e i
1,0 0,09
10,4 + 0,22 %
Tt P115A 21,2 + 2,1 e j
1,1 0,01
0,82 +
Tt ISA ~80 0,7 i
0,03
9,50 =
Tt ISL ~1.000 0,6 i
0,64
0,28
Tt 15L-P115A| ~30 0,6 j
0,01
6,02 * 1,84 £
TE WOF 305 * 31 e i
0,62 0,17
15,7 +
Tt Y140F f 15,7 £ 9,8 0,05 j
1,4
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9

dissociagdo de O3

oxidacdo de heme

(h™!)

do heme a 20°C

a 37°C;

(s™);

Tt Y140L ~2.000 Geminada |20,1 + 2,0 0,19 i
5,03 %
Tt Y140H ~500 0,87 Jj
0,69
Tt WOF-
~2.500 23,4 + 3,7 0,11 Jj
Y140H
Nenhum complexo com O
Tt WSF-Y140L 0,12 i
observado
Tt F78Y- . 1,48 *
~150 e J
Y140F 0,33
Tt F78Y- 0,83 %
~80 e i
Y140L 0,17
Muito
Tt WOF-N74A |Milimolar Jj
lenta
Muito 7,13 £
Dd H-NOX Milimolar : 0,14 Jj
lenta 0,45
Nenhum complexo com O;
Dd Y139L J
observado
B1(1-385) 2,69 *
70.000,00]| 0,00004 0,72 i
I145Y 0,61
9.200 %+ 0,40 =+ 3,68 =+
L2 F142Y i
3.000 0,14 0,71
Hs Hb beta 267 60 16 n
Hs Hb alfa 560 50 28 k
Sw Mb 880 17 15 0,006 k
Bj FixL 140.000 0,14 20 2,7 L
HemAT-B 720 32 23 0,06 m
Constante de dissociag¢do a 20°C (nM); P Taxa de
associacio de O, ao heme a 20°C (pM's™); € Taxa de

d Taxa de auto-

® Apdés 24 horas a 37°C,
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|from Bacillus Subtilis”, J. Biol. Chem. 277: 13.528-

f Apenas uma

ainda n3o havia indicag¢do de auto-oxidagdo;
pequena porgdo da proteina forma um complexo com O3,
embora a cinética para essa populagdo pudesse ser medida;
i Boon, E.M. e cols. (junho de 2005), “Molecular Basis Fon
NO Selectivity in Soluble Guanylate Cyclase”, Nature
Chemical Biology 1(1): 53-59, J pados ndo publicados; K
Springer, B.A. e cols. (1994) ‘“Family Physicians Key
Partners in Preventing Suicide Among Youth”, Chem. Rev.
94: 699-714; ! Gilles-Gonzalez e cols. (1994) “Heme-Based
Sensors, Exemplified by the Kinase FixL, are a New Class
of Heme Protein with Distinctive Ligand Binding and
Autoxidation”, Biochemistry 33: 8.067-8.073. ™ Aono, S. €

cols. (2002) “Resonance Raman and Ligand Binding Studies

of the Oxygen-Sensing Signal Transducer Protein HemAT

13.538. “Antonini, E. e cols. (1971), “Hemoglobin and

Myoglobin in Their Reactions with Ligands”, North-Holland

Publ., Amsterdam.

A Tabela 6 ilustra que a taxa de associagdo de Oz, a
taxa de dissociacgdo de 0,, o 0., a taxa de auto-oxidagdo, a
reatividade ao NO e a estabilidade de complexos de Fe''-0;
em proteinas H-NOX podem ser alterados pela introdugdo de
uma ou mais muta¢des. Em algumas modalidades, qualquer uma
das mutacdes simples ou duplas listadas na Tabela 6 &
combinada com outra mutacdo (por exemplo, outra mutagao na
Tabela 6 ou qualquer outra mutagdo aqui descrita) para
alterar ainda mais a taxa de associagdo de 0O,, a taxa de
dissociagdo de O,, o O,, a taxa de auto-oxidagdo, a

reatividade ao NO ou a estabilidade dos complexos de Fe'’-0;

em uma proteina H-NOX. Como serd observado por aqueles
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habilitados na técnica, a introdugdo de uma ou mais

mutacdes adicionais, tais como aquelas aqui descritas, pode

ser usada para alterar ainda mais esses valores.

Tabela 6. Taxa de associagdo de 0O,, taxa de dissociagdo de
Oz, O3, taxa de auto-oxidagdo, reatividade ao NO e
estabilidade de complexos de Fe''-0, em proteinas H-NOX.
Reatividade Estabilidade do
Proteina | kon 2 | koe © | kox €
ao No ¢ complexo de Fe'’-0,
Oxida-se o/n no ar
em temperatura
<0,001 s
Hs Hb 23 11 0,006 ambiente, estavel
(~7.000 s7%)°€
a 4°C no ar,
anaerdbica estavel
Muito| 0,54 + 0,07
Tt H-NOX | 13,6 1,22 Sempre estavel
lenta st
Oxida-se o/n no ar
em temperatura
Tt Y140H | ~10 5,03 |[0,8711,7 0,4 s’} ambiente, estéavel
a 4°C no ar,
anaerdbica estavel
Oxida-se o/n no ar
em temperatura
B1(1-385) Lenta para
~105 2,69 |1 0,72 ambiente, estavel
1145Y Fe'l-NO
a 4°C no ar,
anaerdbica estavel
P Taxa de O, associagdo ao heme a 20°C (uM-1 s'); P Taxa de
dissociagdo de O, do heme a 20°C (s ') ; © Taxa de auto-
oxidagao de heme (h'') a 37°C; ¢ Para determinagdo de
reatividades ao NO: proteinas purificadas (Tt WT H-NOX, Tt
V140H H-NOX, hemoglobina de Homo sapiens (Hs Hb)) foram
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preparadas a 2 uM em Tampdo A, e 6xido nitrico (NO) foi
preparado a 200 puM em Tampdo A (Tampdo A: 50 mM Hepes, pH
7,5, 50 mM NaCl) a 20°C. Com o uso de espectroscopia de
fluxo interrompido, a proteina foi rapidamente misturada com
NO em uma proporgdo 1l:1 com um tempo de integragdo de
0,00125 segundo. Os comprimentos de onda de mudanga maxima
foram ajustados para uma exponencial simples, medindo
basicamente a etapa de taxa limitante da oxidagdo por NO. Os
produtos finais da reagdo foram férrico-NO para as proteinas
H-NOX e férrico-agua para Hs Hb. € Para Hs Hb, a reagao da
proteina com NO foi t&do rapida que a reagdo estava completa
dentro do tempo morto do experimento (0,001 segundo). A
reatividade ao NO para a hemoglobina & de aproximadamente
7.000 st a 20°cC, com base em Eich, R.F. e cols. (1996)
"Mechanism of NO-Induced Oxidation of Myoglobin and

Hemoglobin”, Biochemistry 35: 6.976-6.983.

A Tabela 7 demonstra gque a constante de dissociagao
para ligacdo de O, pode ser alterada significativamente por
mutacdo de um ou mais residuos nas proteinas H-NOX. Os
valores da Kp cinética para essas proteinas H-NOX
exemplares variam de 21,20 nM a 1.000.000,00 nM a 20°C. Se
desejado, a constante de dissociagdo para 1ligagdo de O;
pode ainda ser alterada por combinagdo de qualquer uma das
mutacdes simples ou duplas listadas na Tabela 7 ou por
introduc¢do de uma ou mais mutagdes adicionais em uma
proteina H-NOX, como aqui descrito.

Tabela 7. Proteinas H-NOX do tipo selvagem e mutantes e
proteinas de referéncia dispostas pelo valor da constante

de dissociagdo para ligagdo de O;
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Kp cinética
Proteina + Kp calculada
(nM)

Tt P11SA 21,2 2,1

Tt N74H 27
Tt 15L-P115A 30
Tt N74A 32
Tt I5A 80
Tt F78Y-Y140L 80
Tt H-NOX Hisé 89
Tt H-NOX 89,7 6,2

Tt wt 90,
Tt F78Y-Y140F 150
TE W 9 218
Tt R135Q Hisé6 252
Hs Hb beta 267
Tt WOF 305 31

Tt WOH 456
Tt Y140H 500
Hs Hb alfa 560
Tt WON 573
Tt I75F-Hisé6 713-773
HemAT-B 720
Sw Mb 880
Tt ISL 1.000
Tt L144F-Hisé 1.092-1.185
Tt Y140L 2.000
Tt WOF-Y140H 2.500
L2 F142Y 9.200 3.000

j FixL 140.000
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Tt WOF-N74A 1.000.000
Dd H-NOX 1.000.000
B1(1-385) I145Y 1.000.000

A Tabela 8 demonstra que as taxas de dissociagdao para
a ligagdo de O, podem ser alteradas significativamente por
mutacdo de um ou mais residuos nas proteinas H-NOX. As
taxas de dissociagdo para essas proteinas H-NOX exemplares
variam de 0,21 s ' a 23,4 s' a 20°C. Se desejado, a taxa de
dissociag3o para a ligagdo de O, pode ainda ser alterada
por combinagdo de gqualquer uma das mutagdes simples ou
duplas listadas na Tabela 8 ou por introdugdo de uma ou
mais mutacdes adicionais em uma proteina H-NOX, como aqui
descrito.
Tabela 8. Proteinas H-NOX do tipo selvagem e mutantes e
proteinas de referéncia dispostas pelo valor da taxa de

dissociagdo para a ligagdo de O;

Proteina koee (871) +

Tt N74A 0,21 0,004
Tt P115A 0,22 0,01
Tt 15L-P115A 0,28 0,03
Tt N74E 0,38 0,01
Tt N74H 0,44 0,01
Tt IS5A 0,82 0,03
Tt F78Y-Y140L 0,83 0,17
Tt H-NOX Hisé6 1,2 0,02
Tt H-NOX 1,22 0,09
Tt F78Y-Y140F 1,48 0,33
LI F142Y 1,73

Tt WOF 1,84 0,17
B1(1—385) I145Y 2,69 0,61
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Tt W9Y 3,07 0,1
Tt R135Q Hisé6 3,56 0,08
L2 F142Y 3,68 0,71
Tt Y140H 5,03 0,69
Tt WSH 6,42 0,11
IDd H-NOX 7,13 0,45
Tt WON 8,09 0,14
Tt 15L 9,5 0,64
Tt I75F-Hisé6 10,48 0,12
Sw Mb 15

Tt Y140F 15,7 9,8
Hs Hb beta 16

Tt L144F-Hisé6 16,06 0,21
B FixL 20

Tt Y140L 20,1 2
HemAT-B 23

Tt WOF-Y140H 23,4 3,7
Hs Hb alfa 28

A Tabela 9 demonstra que as taxas de associagdao para a
ligagdo de O, podem ser alteradas significativamente por
mutagdo de um ou mais residuos nas proteinas H-NOX. As
taxas de associac¢do para essas proteinas H-NOX exemplares
variam de 60 puM s’ a 0,14 pM's’' a 20°C. Se desejado, a
taxa de associacdo para a ligagdo de O, pode ainda ser
alterada por combinagdo de gqualquer uma das mutagdes
simples ou duplas listadas na Tabela 9 ou por introdugdo de
uma ou mais mutacdes adicionais em uma proteina H-NOX, como
aqui descrito.

Tabela 9. Proteinas H-NOX do tipo selvagem e mutantes e

proteinas de referéncia dispostas pelo valor da taxa de
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associagdo para a ligagdo de O

Proteina Kon (uM's™) -
Hs Hb beta 60
Hs Hb alfa 50
HemAT-B 32
Sw Mb 17
TE Y 140 15,7 1,4
Tt H-NOX 13,6 1
TtP115A 10,4 1,1
Tt WOF : 6,02 0,62
L2 F142Y 0,4 0,14
Bj FixL 0,14
Tt WOF-N74A muito lenta *?
IDd H-NOX muito lenta @
B1(1-385) TI145Y muito lenta 2
P *Muito lenta” significa mais lenta do que
hemoglobina, por exemplo, aproximadamente uma a
duas ordens de magnitude mais lenta do que
hemoglobina.

A Tabela 10 ilustra o efeito de muta¢des de H-NOX
exemplares sobre a ligagdo de O, e NO. Cada numero listado
na Tabela 10 para a forma de Fe ndo ligada & para um pico
Gnico (que estd listado entre as colunas f e a). Quando o
O, ou o NO se liga, esse pico unico se divide em dois
picos, B e a (que estdo listados abaixo das colunas B e a,
respectivamente). Se desejado, a ligagdo de O, ou NO pode
ainda ser alterada por combinagdo de qualquer uma das
mutacdes simples ou duplas listadas na Tabela 10 ou por
introducdo de uma ou mais mutagdes adicionais em uma

proteina H-NOX, como aqui descrito.
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Tabela 10: Posig¢des ® do UV visivel para alguns complexos

de proteina heme FeII ligados por histidil

Proteina Soret B o

Complexo de Fe'' n3o ligado

SGC 431 555
f1(1-385) I145Y 429 549
Tt H-NOX 431 565
Tt WIF-Y140L 430 560
Ve H-NOX 429 568
Np H-NOX 430 555
L2 H-NOX 428 557
L2 F142Y 428 557
Tt I75F-Hisé6 431 569
Tt L144F-Hisé6 433 564
Hb 430 555

Complexo de Fe''-NO

SGC 398 537 572
B1l(1-385) I145Y 399/416 542 574
Tt H-NOX ' 420 547 575
Tt WOF-Y140L 423 540 573
Ve H-NOX 398 540 573
Np H-NOX 416/400 543 576
L2 H-NOX 399/416 544 575
L2 Fl142Y 417 544 578
Tt I75F-Hisé6 418 545 574
Tt L144F-Hisé6 416 544 574
Hb 418 545 575

Complexo de Fe'’-0;

SGC Nenhum complexo observado

B1(1-385) I145Y 416 541 575
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Tt H-NOX 416 556 591
Tt WO9F-Y140L Nenhum complexo observado
Vc H-NOX Nenhum complexo observado
Np H-NOX Nenhum complexo observado
L2 H-NOX Nenhum complexo observado
L2 F142Y 417 542 577
Tt I75F-Hisé6 416 552 589
Tt L144F-Hisé 416 544 574
Hb 415 541 577

2 nm (a 20°Q)

A Tabela 11 contém posi¢des de pico UV visivel para
alguns complexos de Fe (II), Fe (III), Fe (II)NO e Fe(II)-
O,. Quando uma hemoglobina ou proteina H-NOX é& anaerdbica,
ela possui um pico de Soret a ~431 nm, e esta em um estado
nio ligado. Caso a proteina H-NOX ndo se ligue ao 0O, entdo
o pico de Soret ndo serd alterado quando o O: for
adicionado. Caso a proteina H-NOX ndo se ligue ao O, entdo
seu pico de Soret ira mudar entre 414 nm e 418 nm gquando o
0, for adicionado, que €& a mesma mudanga Jque oOcCorre na
hemoglobina, indicativa de O, ligado ao heme. Os picos de
Soret para H-NOX (Fe(III)) oxidada ou H-NOX ligada ao NO em
um estado de 6 coordenadas podem ser relevantes para o
estado da proteina H-NOX apds armazenamento ou uso. Caso a
proteina H-NOX ndo se ligue ao NO, ent@o o pico de Soret
ndo ira se alterar quando o NO for adicionado. Caso a
proteina H-NOX se 1ligue ao NO e forme um complexo de
ferroso-nitrosil de 6 coordenadas, entdo seu pico de Soret
ird mudar para entre 420 nm e 424 nm quando o NO for
adicionado. Caso a proteina H-NOX se ligue ao NO e forme um

complexo de ferroso-nitrosil de 5 coordenadas, O pico de



103/149

Soret ira mudar para ~399 nm. Se desejado, a ligagdao de O
ou NO pode ainda ser alterada por combinagdo de qualquer
uma das mutac¢des simples ou duplas listadas na Tabela 11 ou
por introdugdo de uma ou mais mutagdes adicionais em uma
proteina H-NOX, como aqui descrito.

Tabela 11. Posig¢des possiveis do pico de UV visivel para

alguns complexos de Fe (II), Fe (III), Fe(II)-NO e Fe(II)-

O2.
Complexo Proteina Soret B a
Fe (II) Tt wt 430 563
Tt WOY 430 569
Tt N74A 433 558
Tt N74H 431 561
Tt N74A-Y140H 430 567
Tt WOH 431 563
Tt N74E 433 559
Tt WON 431 569
Tt wt Hisé6 430 565
Complexo Proteina Soret B *® o
Fe (III) Tt wt ‘ 413 550 585
Tt WOY 409 N.A.
Tt N74A 416 554 586
Tt N74H 408 N.A.
Tt N74A-Y140H 407 N.A.
Tt WO9H 407 N.A.
Tt N74E 408 N.A.
Tt WON 408 N.A.
Tt wt Hisé 413 550 586
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a wWN.A.” representa bandas o e B ndo atribuiveis em

conseqiiéncia de sinal baixo em comprimentos de onda mais

longos.

Complexo Proteina Soret B (04
Fe (II) -NO Tt wt 420 550 578
Tt WIY 420 552 576

Tt N74A 421 572

Tt N74H 424 562
Tt N74A-Y140H 421 549 576
Tt WOH 420 548 575
Tt N74E 422 544 571
Tt WON 421 541 576
Tt wt Hisé 420 547 576
Complexo Proteina Soret B o
Fe (II) -0 Tt wt 416 556 591
Tt WY 416 555 590
Tt N7 4A 418 553 589
Tt N74H 418 553 589
Tt N74A-Y140H 414 555 584
Tt WOH 418 556 589
Tt N74E 417 555 587
Tt WON 416 588 553
Tt wt Hisé6 416 556 591

A Tabela 12 contém taxas de auto-oxidagdao para
proteinas H-NOX de T. tengcongensis exemplares. Se
desejado, a taxa de auto-oxidagdo pode ainda ser alterada
por combinagdo de gqualquer uma das mutagdes listadas na

Tabela 12 ou por introdugdo de uma ou mais mutagdes
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adicionais em uma proteina H-NOX, como aqui descrito. Os
valores médios de 2 nm e 3 nm na Tabela 12 referem-se a uma
mudanca no pico de Soret de UV-Vis por 2 a 3 nm ao longo do
periodo de tempo da observagdo; essa mudanga extremamente
pequena pode ser causada por auto-oxidagao.

Tabela 12. Taxas de auto-oxidag8o para proteinas H-NOX de

T. tengcongensis (Tt)

~Taxa de auto-oxidagdo
Proteina
(25°C, hora™)?
Tt wt Estavel
Tt W9Y Estavel
Tt N74A Estavel
Estédvel a 4°C, muito lenta em
Tt N74H
temperatura ambiente (2 nm)
Tt W9H Estavel
Muito lenta a 4°C (2 nm),
Tt N74E
lenta em temperatura ambiente
Estavel a 4°C, muito lenta em
TE WON
temperatura ambiente (3 nm)
Tt wt Hiseé Estavel
Tt I75F-Hisé6 Estavel
Tt L144F-Hisé6 Estavel

a2 wEstavel” representa auséncia de oxidagdo de heme apds
pelo menos 24 horas.

Acidos nucléicos de H-NOX

A invencdo também apresenta &acidos nucléicos que
codificam qualquer uma das proteinas H-NOX mutantes aqui
descritas. Como aqui wusado, o termo “&acido nucléico”
refere-se a dois ou mais desoxirribonucleotideos e/ou

ribonucleotideos na forma de fita simples ou dupla e, a
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menos que limitado de forma diferente, engloba analogos
conhecidos de nucleotideos de ocorréncia natural que

hibridizam para os &acidos nucléicos de forma similar aos

nucleotideos que ocorrem na natureza. Em algumas
modalidades, o acido nucléico é um Aacido nucléico
recombinante. O termo “acido nucléico recombinante”

significa um &cido nucléico de interesse que & livre de um
ou mais &cidos nucléicos (por exemplo, genes), os quais, no
genoma que ocorre na natureza do organismo do qual o acido
nucléico de interesse ¢é derivado, flanqueia o Aacido
nucléico de interesse. Em algumas modalidades, um &acido
nucléico de H-NOX estad ligado operacionalmente a outro
dcido nucléico que codifica toda ou uma porgdao de outra
proteina, de tal forma que o dcido nucléico recombinante
codifique uma proteina de fusdo que inclui uma proteina H-
NOX (por exemplo, um dominio de H-NOX, com ou sem outro
dominio de uma proteina H-NOX) e toda ou parte de outra
proteina, por exemplo, albumina sérica humana. Portanto, o
termo inclui, por exemplo, um DNA recombinante que &
incorporado em um vetor, em um plasmideo ou virus que se
replica de forma autdnoma, ou no DNA gendmico de um
procariota ou eucariota, ou que existe como uma molécula
separada (por exemplo, um cDNA, um fragmento de DNA
genémico ou um fragmento de cDNA produzido por PCR ou
digestdo por endonuclease de restrigdo) independente de
outras sequéncias.

A invencdo também apresenta vetores com um ou mais
Acidos nucléicos que codificam qualquer uma das proteinas
H-NOX mutantes que s3o aqui descritas. Como aqui usado, o

termo “vetor” significa uma construgdo que €& capaz de
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liberacdo e, opcionalmente expressar, um ou mais acidos
nucléicos de interesse em uma célula hospedeira. Exemplos
de vetores incluem, sem limitagdo, plasmideos, vetores
virais, vetores de expressdo de DNA ou RNA, cosmideos e
vetores de fago. Em algumas modalidades, o vetor contém um
dcido nucléico sob o controle de uma seqiéncia de controle
de expressdo. Uma ‘“seqguéncia de controle de expressao”
significa uma seqiéncia de &cidos nucléicos que dirige a
transcricdo de um &cido nucléico de interesse. Uma
sequéncia de controle de expressdo pode ser um promotor,
por exemplo, um promotor constitutivo ou um promotor
indutivel, ou um intensificador. A sequéncia de controle de
expressdo estd ligada operacionalmente ao segmento de acido
nucléico a ser transcrito.

Em modalidades especificas, o dcido nucléico inclui um
segmento ou toda a sequéncia de acidos nucléicos de
qualquer um dos &cidos nucléicos mostrados nas FIGS. 2-4D
ou 8A-8DD. Em algumas modalidades, o &acido nucléico inclui
pelo menos cerca de 50, 100, 150, 200, 300, 400, 500, 600,
700, 800 ou mais nucleotideos contiguos de um 4acido
nucléico de H-NOX, e contém uma ou mais mutagdes (por
exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 ou 10 mutagdes) ,
comparado com o 4&cido nucléico de H-NOX do qual foi
derivado. Em vaArias modalidades, um acido nucléico de H-NOX
mutante contém menos do que cerca de 20, 15, 12, 10, 9, 8,
7, 6, 5, 4, 3 ou 2 mutagdes, comparado com o &acido nucléico
de H-NOX do qual foi derivado. A invengdo também apresenta
variantes degeneradas de qualquer &cido nucléico que
codifica uma proteina H-NOX mutante.

A invencdo também inclui uma célula ou uma populagdo
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de células que contém pelo menos um Aacido nucléico que
codifica uma proteina H-NOX mutante aqui descrita. Células
exemplares incluem células de insetos, plantas, leveduras,
bacterianas e mamiferas. Essas células sdo Uteis para a
producdo de proteinas H-NOX mutantes com a utilizagdo de
métodos padronizados como, por exemplo, aqueles aqui
descritos.

Formula¢des de proteinas H-NOX

Qualquer proteina H-NOX do tipo selvagem ou mutante
aqui descrita pode ser usada para a formulagdao de
composigdes farmacéuticas ou ndo farmacéuticas. Como

discutido com mais detalhe anteriormente, essas formulagdes

sao Gteis em diversas aplicagdes terapéuticas e
industriais.
Em algumas modalidades, a composigdo farmacéutica

inclui uma ou mais das proteinas H-NOX do tipo selvagem ou
mutantes (por exemplo, qualquer uma das proteinas H-NOX do
tipo selvagem ou mutantes aqui descritas) e um veiculo
farmaceuticamente aceitdvel. Em varias modalidades, a
proteina H-NOX é uma proteina isolada ou purificada. O
termo “veiculo farmaceuticamente aceitavel” significa
qualquer material que, quando combinado com um ingrediente
ativo, permite que o ingrediente retenha a atividade
biolégica e ndo provogque uma resposta imune inaceitavel
(por exemplo, uma alergia grave ou um choque anafilatico) a
luz dos conhecimentos daqueles habilitados na técnica.
Exemplos incluem, sem limitagdo, gqualquer um dos veiculos
farmacéuticos padronizados como, por exemplo, solugdes
salinas tamponadas com fosfato, &gua, emulsbes como, por

exemplo, emulsdo O&leo/agua, e vVvarios tipos de agentes
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umidificantes. Um diluente exemplar para administragdo em
aerossol ou parenteral é a solugdo salina tamponada com
fosfato ou solug¢do salina normal (0,9%). Composigdes que
compreendem esses veiculos sdo formuladas por métodos
convencionais bem conhecidos (veja, por exemplo,
“Remington's Pharmaceutical Sciences”, 18°®* edigdo, A.
Gennaro, ed., Mack Publishing Co., Easton, PA, 1990; e
“Remington, The Science and Practice of Pharmacy”, 20 Ed.
Mack Publishing, 2000, gque sdo aqui incorporados por
referéncia em suas totalidades, particularmente com relagdo
as formulagdes) .

Embora qualquer veiculo adequado conhecido por aqueles
habilitados na técnica possa ser empregado nas composigdes
farmacéuticas dessa inven¢do, o tipo de veiculo ira variar,
dependendo do modo de administragdo. As composi¢des podem
ser formuladas por qualquer meio de administragdo adequado,
incluindo, por exemplo, administragdo intravenosa, intra-
arterial, intravesicular, por inalag¢do, intraperitoneal,
intrapulmonar, intramuscular, subcutinea, intratraqueal,
transmucosa, intra-ocular, intratecal ou transdérmica. Para
administragdo parenteral, por exemplo, injegdo subcutanea,
o veiculo pode incluir, por exemplo, &agua, solugdo salina,
alcool, uma gordura, uma cera ou um tampao. Para
administracdo oral, pode ser empregado gqualquer um dos
veiculos acima ou um veiculo sélido, por exemplo, manitol,
lactose, amido, estearato de magnésio, sacarina sdédica,
talco, celulose, glicose, sacarose ou carbonato de
magnésio. Microesferas biodegradaveis (por exemplo,
polilactato poliglicolato) também podem ser usadas como

veiculos.
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Em algumas modalidades, as composig¢des farmacéuticas
ou ndo farmacéuticas incluem um tampdo (por exemplo,
solugcdo salina tamponada neutra, solugdo salina tamponada

com fosfato etc.), um carboidrato (por exemplo, glicose,

manose, sacarose, dextrana etc.), um antioxidante, um
agente quelante (por exemplo, EDTA, glutationa etc.), um
conservante, outro composto  util para ligagao e/ou
transporte de oxigénio, um ingrediente inativo (por
exemplo, um estabilizante, um enchimento etc.), ou

combina¢des de dois ou mais dos citados anteriormente. Em
algumas modalidades, a composig¢do €& formulada como um
liofilizado. As proteinas H-NOX também  podem ser
encapsuladas dentro de lipossomos ou nanoparticulas com a
utilizacdo de tecnologia bem conhecida. Outras formulag¢des
exemplares gque podem ser usadas para pfoteinas H-NOX sao
descritas, por exemplo, nas Patentes U.S. N°° 6.974.795 e
6.432.918, que sdo aqui incorporadas por referéncia em suas
totalidades, particularmente com relagdo as formulagdes de
proteinas.

As composi¢des aqui descritas podem ser administradas
como parte de uma formulagdo de liberagdo sustentada (por
exemplo, uma formulagdo como uma capsula ou esponja que
produz a liberacdo lenta do composto apds administragdo).
Essas formulagdes podem geralmente ser preparadas com a
utilizac3o de tecnologia bem conhecida, e administradas,
por exemplo, por via oral, retal ou implantagdo subcuténea,
ou por implantag¢do no local-alvo desejado. Formulagdes de
liberagcdo sustentada podem conter uma proteina H-NOX
dispersa em uma matriz de veiculo e/ou contida dentro de um

reservatdério, circundada por uma membrana gque controla a
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taxa de liberacdo. Veiculos para uso com estas formulagdes
sdo biocompativeis, e também podem ser biodegradaveis. Em
algumas modalidades, a formulagao fornece um nivel
relativamente constante de liberag¢do de proteina H-NOX. A
quantidade de proteina H-NOX contida dentro de uma
formulacdo de 1liberagdo sustentada depende do 1local de
implantag¢do, da taxa e da duragdo da liberacdo esperadas, e
da natureza da condic¢do a ser tratada ou evitada.

Em algumas modalidades, a composigdo farmacéutica
contém uma quantidade eficaz de uma proteina H-NOX do tipo
selvagem ou mutante. O termo “quantidade eficaz” significa
uma quantidade de uma ou mais proteinas aqui descritas que,
em combinacdo com seus paridmetros de eficdcia e toxicidade,
deve ser eficaz em certa forma terapéutica com base no
conhecimento do profissional especialista. Como €& do
conhecimento da técnica, uma quantidade eficaz pode ser em
uma ou mais doses. Como faz parte do contexto clinico, uma
dosagem eficaz de uma composigdo farmacéutica pode ou ndo
ser obtida em conjunto com outro farmaco, composto ou
composigdo farmac@&utica. Dessa forma, uma quantidade eficaz
pode ser considerada no contexto da administragdao de um ou
mais agentes terapéuticos, e um UGnico agente pode ser
considerado para ser dado em uma quantidade eficaz se, em
conjunto com um ou mais outros agentes, um resultado
desejavel ou benéfico puder ser ou for obtido.

Uma dose exemplar de hemoglobina como substituto do
sangue é de cerca de 10 mg a cerca de 5 gramas ou mais de
hemoglobina extracelular por quilograma de peso corporal do
paciente. Dessa forma, em algumas modalidades, uma

quantidade eficaz de uma proteina H-NOX para administragdo
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a um ser humano é entre poucas gramas a até mais de cerca
de 350 gramas. Outras doses exemplares de uma proteina H-
NOX incluem cerca de 4,4, 5, 10 ou 13 g/dl (em que g/dl é a
concentracdo da solugdo de proteina H-NOX, antes da infusdo
na circulacdo) em uma taxa de infusdo apropriada como, por
exemplo, cerca de 0,5 ml/min (veja, por exemplo, Winslow,
R. Capitulo 12 em “Blood Substitutes”). Sera observado que
o teor da unidade de ingredientes ativos contido em uma
dose individual de cada forma de dosagem ndo precisa, por
si mesmo, constituir uma quantidade eficaz, na medida em
que a quantidade eficaz necesséria poderia ser obtida pelo
efeito combinado de vAarias administragdes. A selegdao da
quantidade de uma proteina H-NOX a ser incluida em uma
composigdo farmacéutica depende da forma de dosagem
utilizada, da condicgdo tratada e do objetivo especifico a
ser obtido de acordo com a determinag¢do daqueles

habilitados na técnica.

Composig¢des exemplares incluem proteinas H-NOX
recombinantes projetadas geneticamente, que podem ser
isoladas ou purificadas, que compreendem uma ou mais

mutacdes que coletivamente transmitem ligagdo de ligante de
O, ou NO alterada em relagdo & proteina H-NOX do tipo
selvagem correspondente, e operacional como um
transportador de gas sanglineo de mamifero fisiologicamente
compativel. Por exemplo, as proteinas H-NOX mutantes aqui
descritas.

A inveng¢do também fornece substitutos do sangue dJque
compreendem ou consistem basicamente em uma ou mais das
proteinas H-NOX do tipo selvagem ou mutantes. Tampdes e

outros ingredientes adequados a formulagdo de substitutos
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do sangue sdo conhecidos na técnica.

Para reduzir ou evitar uma resposta imune em
individuos humanos gque recebem a administragdao de uma
composigdo farmacéutica, podem ser usadas proteinas H-NOX
humanas (proteinas humanas do tipo selvagem ou proteinas
humanas nas quais uma ou mais mutag¢des foram introduzidas)
ou outras proteinas H-NOX ndo antigénicas (por exemplo,
proteinas H-NOX de mamiferos). Para reduzir ou eliminar a
imunogenicidade de proteinas H-NOX derivadas de outras
fontes ndo humanas, os aminodcidos em uma proteina H-NOX
podem ser mutados para os aminodcidos correspondentes em
uma H-NOX humana. Por exemplo, um ou mais aminoadcidos na
superficie da estrutura tercidria de uma proteina H-NOX nao
humana podem ser mutados para o aminodcido correspondente
em uma proteina H-NOX humana.

Aplicag¢des terapéuticas das proteinas H-NOX

Qualquer uma das proteinas H-NOX do tipo selvagem ou
mutantes (por exemplo, proteinas H-NOX isoladas ou
purificadas) ou composigdes farmacéuticas aqui descritas
podem ser usadas em aplica¢des terapéuticas. Proteinas H-
NOX especificas podem ser selecionadas para estas
aplicagdes com base na taxa de associagdo de O, na taxa de
dissociagd3o de 0,, na constante de dissociagdo para ligagao
de 0O,, na estabilidade ao NO, na reatividade ao NO, na taxa
de auto-oxidacdo, no tempo de retengdo plasmatica desejado,
ou qualquer combinagdo de dois ou mais dos citados
anteriormente para a indicag¢do especifica tratada. As
proteinas H-NOX podem ser usadas para o tratamento de
doenca cardiovascular, doenga neuroldgica, hipéxia tumoral,

perda sanglinea ou ferimentos. Por exemplo, uma proteina H-
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NOX de ligagc3io de O, pode ser usada na maioria das
situacdes em que células sanguineas vermelhas ou expansores
plasmaticos s3o usados atualmente. Especificamente, a
proteina H-NOX pode ser usada como substituto das células
sangliineas vermelhas para o tratamento de trauma (por
exemplo, no campo de batalha, alivio em desastres ou
acidentes), hemorragias, choque hemorragico, cirurgia (por
exemplo, cirurgia de aneurisma abdominal, cirurgia
ortopédica como, por exemplo, cirurgia de substituigdo do
quadril, ou qualquer outra cirurgia que produza dJrande
perda sanglinea), hemodiluigdo, usos intensos de sangue
(por exemplo, suplementagdo de autodoagdo), e qualquer
outra situacgdo na qual seja perdido um volume sanguineo ou
em que a capacidade de transporte de O, seja reduzida.
Exemplos de aplicag¢des no cuidado de ferimentos incluem o
cuidado de feridas pds-radiagdo (por exemplo, efeito do
oxigénio hiperbarico), reparo pds-cirdrgico, reparo de
Gilcera diabética e feridas por queimadura.

Uma H-NOX de ligagdo de oxigénio também pode ser usada
para aumentar temporariamente a liberag¢do de O durante ou
apbés a pré-doagdo de sangue autdlogo, antes do retorno do
sangue autdélogo ao individuo (por exemplo, uma substituigdo
para o sangue que é removido durante procedimentos
cirlirgicos nos quais o sangue do individuo & removido e
salvo para re-infusdo ao final da cirurgia ou durante sua
recuperacdo). Em algumas modalidades, as proteinas H-NOX
também funcionam como simples expansores de volume que
fornecem pressdo oncdtica em fungdo da presenga da molécula
grande da proteina H-NOX.

Como a distribuic¢do na vasculatura de proteinas H-NOX
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extracelulares ndo é limitada pelo tamanho das células
sangliineas vermelhas, as proteinas H-NOX da presente
invenc3o podem ser usadas para libera O, a&s &reas nas quais
as células sanglineas vermelhas ndo podem penetrar. Essas
dreas podem incluir quaisquer &areas de tecidos que estejam
localizadas abaixo de obstrugdes ao fluxo de células
sangliineas vermelhas como, por exemplo, &reas abaixo de um
ou mais trombos, oclusdes por células falciformes, oclusdes
arteriais, oclusdes vasculares periféricas, baldes de
angioplastia, instrumentos cirlGrgicos, tecidos que sofrem
de privacgédo de oxigénio ou estejam  hipdxicos, e
semelhantes. Adicionalmente, todos os tipos de isquemia
tecidual podem ser tratados com a utilizagdo das proteinas
H-NOX. Essas isquemias teciduais incluem, por exemplo,
isquemia peroperatdria, acidente vascular cerebral,
acidente vascular cerebral emergente, ataques isquémicos
transitérios, abalo e hibernagdo miocardicos, angina aguda
ou instavel, angina emergente e infarto do miocardio (por
exemplo, infarto do miocardio com elevagdo do segmento ST).
Outras indicag¢des cardiovasculares exemplares que podem ser
tratadas com o uso das proteinas H-NOX incluem cardioplegia
e anemia falciforme. Indicagdes-alvo exemplares incluem
condi¢des de deficiéncia funcional de hemoglobina, por
exemplo, quando um substituto do sangue ou transportador de
O, estiver indicado, incluindo perda sanglinea, hipdxia
etc.

As proteinas H-NOX também podem ser usadas como um
auxiliar na radioterapia ou quimioterapia para o tratamento
de céncer. Em algumas modalidades, uma proteina H-NOX é

usada como um auxiliar da radioterapia em tumores sdélidos
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(por exemplo, individuos com progndstico pré-metastatico
ruim) ou como um adjuvante da terapia com PDT em tumores de
superficie (por exemplo, cancer de célon, pulmdo ou
cut@neo, ou cédncer em outra superficie ou localizagao
acessivel). As proteinas H-NOX podem ser usadas para O
tratamento de anemia ao fornecerem capacidade de transporte
de oxigénio adicional em um paciente que sofre de anemia.
Indicagdes neuroldgicas exemplares incluem acidente
vascular cerebral isquémico, 1lesdo cerebral traumatica e
lesdo da medula espinhal. Os métodos e as composigdes sdo
aplicdveis em situa¢des agudas (fornecendo rapidamente
oxigénio aos tecidos ou um local especifico, por exemplo,
infarto agudo do miocardio, oxigenag¢do tecidual aguda local
ou sistémica, ou transfusdo sanguinea) e crdnicas (por
exemplo, recuperagdo pds-aguda de infarto cardiaco)}.

Em varias modalidades, a invengdo apresenta um método
de 1liberagdo de O, a um individuo (por exemplo, um
mamifero, como um primata (por exemplo, um ser humano, um
macaco, um gorila, um chipanzé, um lémure etc.), um bovino,
um equino, um suino, um canino ou um felino) pela
administragdo a um individuo que dela necessita de uma
proteina H-NOX do tipo selvagem ou mutante em uma
quantidade suficiente para 1liberar O; ao individuo. Em
algumas modalidades, a invenc¢ao fornece métodos de
transporte ou liberagdo de gas sanglineo a um individuo
como, por exemplo, um mamifero, que compreendem a etapa de
liberagdo (por exemplo, por transfusdo etc.) ao sangue do
individuo (por exemplo, um mamifero) de uma ou mais das
composigdes de H-NOX. Métodos para a liberacdo de

transportadores de O, ao sangue ou aos tecidos (por
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exemplo, sangue ou tecidos de mamiferos) sdo conhecidos na

técnica. Em varias modalidades, a proteina H-NOX é uma

M

apoproteina que é capaz de se 1ligar ao heme, ou uma
holoproteina com heme ligado. A proteina H-NOX pode ter ou
ndo heme ligado, antes da administragdo da proteina H-NOX
ao individuo. Em algumas modalidades, ©O, & 1ligado a
proteina H-NOX, antes de ser liberada ao individuo. Em
6utras modalidades, O, nd3o estd ligado a proteina H-NOX
antes da administracdo da proteina ao individuo, e a
proteina H-NOX transporta O de uma 1localizagdo no
individuo para outra localizag¢do no individuo.

Os métodos da presente invengdo podem ser usados para
o tratamento de qualquer individuo. Para uso nesta
especifica¢do, a menos que claramente indicado de forma
diferente, “um individuo”, como aqui usado, significa um
mamifero, incluindo, sem limitagdo, um primata (por
exemplo, um ser humano, macaco, gorila, chimpanzé, lé&mure
etc.), um bovino, um eqiino, um suino, um canino e um
felino. Dessa forma, a invencdo encontra utilidade tanto na
medicina humana quanto no contexto veterinario, incluindo
uso em animais agricolas e animais domésticos de estimagdo.
O individuo pode ter sido diagnosticado, ser suspeito de
ter ou esta em vrisco de desenvolver uma indicag¢do, por
exemplo, uma doeng¢a cardiovascular, uma doenga neuroldgica,
hipéxia (por exemplo, hipdéxia tumoral), uma perda sangiuinea
ou um ferimento. O individuo pode exibir um ou mais
sintomas associados & indicagdo. O individuo pode estar
geneticamente ou de algum outro modo predisposto ao
desenvolvimento desta condigao.

Como aqui usado, o termo “que necessita deste” inclui
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individuos que possuem uma condigdo ou doenga (por exemplo,
uma doenc¢a cardiovascular, uma doeng¢a neuroldgica, hipdxia,
por exemplo, hipéxia tumoral, uma perda sangiinea ou um
ferimento) ou estdo “em risco” para a condigdo ou doenga.
Como aqui usado, o termo um individuo “em risco” €& um
individuo que estad em risco para o desenvolvimento de uma
condi¢do, por exemplo, uma doenga cardiovascular, uma
doen¢a neuroldégica, hipdéxia (por exemplo, hipdxia tumoral),
uma perda sanglinea ou um ferimento. Um individuo ‘“em
risco” pode ter ou ndo uma doenga ou condigdo detectavel, e
pode ter ou nd3o exibido doenga detectével antes dos métodos
de tratamento aqui descritos. “Em risco” representa que um
individuo possui um ou mais dos denominados fatores de
risco, que sdo parametros mensuraveis que estdo
correlacionados com o desenvolvimento de uma doenga ou
condig¢do, e sdo conhecidos na técnica. Um individuo que
possui um ou mais desses fatores de risco possui uma
probabilidade maior para o desenvolvimento da doenga ou
condigd3o do que um individuo sem esses fatores de riscos.
Esses fatores de risco incluem, sem limitag¢do, idade, sexo,
raca, dieta, histdria de doenga prévia, presenga de doenga
precursora, fatores genéticos (ou seja, hereditarios)
consideracdes e exposigdo ambiental. Cirurgia, presenga (ou
proximidade) em uma zona militar ou de guerra, ou condig¢des
que predispde um individuo & perda sanglinea (por exemplo,
hemofilia) s3o fatores de risco exemplares para perda
sanglinea.

Esses métodos podem ser usados para tratar ou retardar
qualquer condigdo para a gqual a liberagdo de O, seja

benéfica. O termo “tratamento” ou “que trata” significa uma
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abordagem para a obtengdo de um resultado benéfico ou
desejado, incluindo resultados clinicos. Para as
finalidades dessa invengao, resultados benéficos ou
desejados incluem, sem limitagdo, o alivio dos sintomas
associados a uma condig¢do (por exemplo, sem limitagdo, uma
doenca cardiovascular, uma doenga neuroldgica, hipdxia, por
exemplo, hipéxia tumoral, uma perda sanglinea ou um
ferimento), diminuig¢do da extensdo dos sintomas associados
a uma condigdo ou prevengdo de uma piora dos sintomas
associados a uma condigdo. Em algumas modalidades, o
tratamento com uma ou mais proteinas aqui reveladas &
acompanhado por auséncia ou redugdo dos efeitos colaterais
em relagdo aos que estdo associados as terapias atualmente
disponiveis.

Como aqui usado, o termo “retardo” do desenvolvimento
de uma doen¢a ou condig¢do significa adiar, impedir, tornar
mais lento, retardar, estabilizar e/ou postergar o
desenvolvimento da doenga ou condig¢do, por exemplo, uma
doenga cardiovascular, uma doenga neuroldgica, hipdéxia (por
exemplo, hipdxia tumoral), wuma perda sanguinea ou um
ferimento. Esse retardo pode ser de durag¢gdes de tempo
variaveis, dependendo da histéria da doenga e/ou do
individuo tratado. Como é evidente para aqueles habilitados
na técnica, um retardo suficiente ou significativo pode, na
verdade, englobar a prevengdo, em gque o individuo ndo
desenvolve a doenga ou condigdo. Por exemplo, o método pode
reduzir a probabilidade do desenvolvimento da doenga em
certo intervalo de tempo e/ou reduzir a extensdo da doenga
em certo intervalo de tempo, gquando comparado com a nao

utilizagdo do método. Em algumas modalidades, essas
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comparagdes se baseiam em estudos clinicos com a utilizagdo
de um nuimero estatisticamente significativo de individuos.
O desenvolvimento da doenga pode ser detectavel com a
utilizagao de técnicas clinicas padronizadas. o)
desenvolvimento também se refere a progressdo da doenga que
pode ser inicialmente ndo detectavel, e inclui ocorréncia,
recorréncia e surgimento.

Espera-se que proteinas H-NOX do tipo selvagem e
mutantes com uma Kp para O, relativamente baixa (por
exemplo, menos do que cerca de 80 nM ou menos do gque cerca
de 50 nM) sejam particularmente Gteis para o tratamento de
tecidos com baixa tensdo de oxigénio (por exemplo, tumores,
alguns ferimentos ou outras &reas nas quais a tensdo de
oxigénio seja muito baixa, por exemplo, uma p50 abaixo de
133,3 Pa). A alta afinidade destas proteinas H-NOX pelo O
pode aumentar a duragdo do tempo em que o O, permanece
ligado & @proteina H-NOX reduzindo, dessa forma, a
quantidade de O, que é liberada antes da proteina H-NOX
alcangar o tecido a ser tratado.

Embora sem a intengdo de se prender a uma teoria
especifica, acredita-se que a utilidade de um substituto de
células vermelhas sem células como liquido de
ressuscitamento seja influenciada pela p50 do transportador
de O,. Por exemplo, um transportador de O, PEGuilado
baseado em hemoglobina denominado MP4 parece liberar O;
mais eficientemente & microvasculatura do que alguns
transportadores de O, baseados em hemoglobina com afinidade
menor. HA relatos de que MP4 possui uma p50 de
aproximadamente 666,6 Pa, (Kp de talvez 100 a 200 nm), e a

p50 de hemoglobina sem estroma €& de 1,67 kPa (Kp de
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aproximadamente 400 nm). Como o MP4 & capaz de liberar
oxigénio em tecidos (PO, de aproximadamente 666,6 Pa a 1,33
kPa), & provavel que a afinidade por O, apropriada para que
transportadores liberem O, aos tecidos hipbéxicos & de menos
do que cerca de 666,6 Pa, e talvez menos do que cerca de
266,6 Pa, o que corresponde aproximadamente a uma Kp de
menos do que cerca de 80 nm. Esses valores indicam que MP4
foi projetado com uma afinidade por O, maior (p50 menor) do
que a hemoglobina nativa. Da perspectiva do equilibrio,
isso sugere que proteinas de 1ligagdo de O, de alta
afinidade podem ter mais sucesso na liberagcdo de O as
areas de tensdo de O, baixa, por exemplo, a vasculatura
periférica.

Em algumas modalidades, para a liberagdo direta de uma
proteina H-NOX com O, ligado a um local especifico no corpo
(por exerﬁplo, um tecido, 6rgdo, ferimento ou tumor), a Koss
para O, & mais importante do que o valor de Kp, pois o O; ja
esta ligado a proteina (o que torna o Kon menos
importante), e o oxigénio precisa ser liberado em um local
especifico (ou préximo a ele) no corpo (em uma taxa
influenciada pela ko). Em algumas modalidades, a Kkost
também pode ser importante gquando as proteinas H-NOX
estiverem na presenga de células vermelhas na circulagdo,
onde facilitam a difus3o de 0O, das células vermelhas e,
talvez, prolonguem a habilidade de células vermelhas
diluidas para o transporte de O, para pontos mais distantes
na vasculatura.

Em algumas modalidades, para a liberagdo de uma
proteina H-NOX que circula na corrente sanglUinea de um

individuo, a proteina H-NOX se 1liga ao O, nos pulmdes e
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libera O, em um ou mais outros locais no corpo. Para
algumas dessas aplicag¢des, o valor de Kp é mais importante
do que a koss, na medida em que a ligagdo de O, esta no
equilibrio ou préximo a ele. Em algumas modalidades, para
hemodiluicdo extrema, a Kp € mais importante do que a Koss
quando a proteina H-NOX for o transportador de O, priméario,
pois a proteina H-NOX ira se ligar e 1liberar O
continuamente a medida que ela passa ao longo da
circulacdo. Como a hemoglobina possui uma p50 de 1,67 kPa,
as células vermelhas (que atuam como capacitores) possuem
uma p50 de aproximadamente 4,00 kPa, e foram desenvolvidos
HBOCs com faixas entre 666,6 Pa e 12,0 kPa, a faixa de Kp
6tima para proteinas H-NOX pode, portanto, ser entre
aproximadamente 266,6 Pa a aproximadamente 13,3 kPa para
algumas aplicagdes.

As proteinas H-NOX também podem ser usadas para exames
de imagem. Em particular, imagens OJpticas (por exemplo,
tomografia de coeréncia o6ptica; veja, por exemplo, vVillard,
J.W. (2002), wUse of a Blood Substitute to Determine
Instantaneous Murine Right Ventricular Thickening with
Optical Coherence Tomography”, Circulation 105: 1.843-
1.849, que é incorporado por referéncia em sua totalidade,
particularmente com relagdo a tomografia de coeréncia
éptica) s3o ofuscadas por eritrdcitos. A perfusdo com uma
solucdo de H-NOX permite imagens mais nitidas da circulagéao
e das paredes dos vasos, pois a proteina H-NOX é bem menor
do que os eritrdécitos.

As proteinas H-NOX e as composigdes farmacéuticas da
invencdo podem ser administradas a um individuo por

qualquer meio convencional como, por exemplo, por
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administragao oral, tépica, intra-ocular, intratecal,
intrapulmonar, intratraqueal, ou por aerossol; por adsorgédo
transdérmica ou por membrana mucosa; ou por injegdo (por
exemplo, por injegdo subcuténea, intravenosa, intra-
arterial, intravesicular ou intramuscular). As proteinas H-
NOX também podem ser incluidas em solugdes parenterais de
grande volume para uso como substitutos do sangue. Em
modalidades exemplares, a proteina H-NOX é& administrada no
sangue (por exemplo, administragdo a um vaso sanglineo
como, por exemplo, uma veia, uma artéria ou um capilar), um
ferimento, um tumor, um tecido hipdxico ou um Orgao
hipbéxico do individuo.

Em algumas modalidades, €& wusada uma formulagdao de
liberagdo continua sustentada da composigao. A
administracido de uma proteina H-NOX pode ocorrer, por
exemplo, por um periodo de segundos a horas, dependendo da
finalidade da administracdo. Por exemplo, como um veiculo
de liberagao de sangue, um periodo de tempo de
administracio exemplar € o mais répido possivel. Outros
periodos de tempo exemplares incluem cerca de 10, 20, 30,
40, 60, 90 ou 120 minutos. Taxas de infusdo exemplares para
solucdes de H-NOX como substitutos do sangue sdo de cerca
de 30 ml/hora a cerca de 13.260 ml/hora como, por exemplo,
cerca de 100 ml/hora a cerca de 3.000 ml/hora. Uma dose
total exemplar de proteina H-NOX €& de cerca de 900 mg/kg
administrada ao longo de 20 minutos a 13.260 ml/hora. Uma
dose total exemplar de proteina H-NOX para um suino é de
cerca de 18,9 gramas.

Frequéncias de dosagem exemplares incluem, sem

limita¢do, pelo menos 1, 2, 3, 4, 5, 6 ou 7 vezes (ou seja,
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diariamente) por semana. Em algumas modalidades, uma
proteina H-NOX é administrada pelo menos 2, 3, 4 ou 6 vezes
ao dia. A proteina H-NOX pode ser administrada, por
exemplo, ao longo de um periodo de poucos dias ou semanas.
Em algumas modalidades, a proteina H-NOX & administrada por
um periodo mais longo como, por exemplo, poucos meses ou
anos. A freqiiéncia de dosagem da composigdao pode ser
ajustada ao longo do periodo do tratamento, com base na
avaliacio do médico responsavel pela administragdo.

Como observado anteriormente, a selegdo de quantidades
de dosagem para as proteinas H-NOX depende da forma de
dosagem utilizada, da freqiéncia e do nimero de
administrag¢des, da condicdo tratada e da finalidade
especifica a ser obtida de acordo com a determinagdo
daqueles habilitados na técnica. Em algumas modalidades,
uma quantidade eficaz de uma proteina H-NOX para
administracdio a seres humanos é entre poucas gramas a mais
de 350 gramas.

Em algumas modalidades, duas ou mais proteinas H-NOX
diferentes s3o administradas simulté@nea, seqiencial ou
concomitantemente. Em algumas modalidades, outro composto
ou terapia Gtil para a liberagdo de O, é administrado
simulté@nea, seqliiencial ou concomitantemente a administracgao
de uma ou mais proteinas H-NOX.

Outras aplicag¢des terapéuticas exemplares para as
quais as proteinas H-NOX podem ser usadas sdo descritas,
por exemplo, nas Patentes U.S. N°° 6.974.795 e 6.432.918,
que sdo aqui incorporadas por referéncia em suas
totalidades, particularmente com relagdo as aplicagdes

terap@uticas para transportadores de O;.
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Aplicagdes industriais das proteinas H-NOX

As proteinas H-NOX e composigdes aqui descritas também
podem ser usadas para diversas aplicag¢des in vitro ou
industriais (veja, por exemplo, a Patente U.S. N°
6.455.676, que é aqui incorporada por referéncia em sua
totalidade, particularmente com relagdo as aplicagdes in
vitro ou industriais). Proteinas H-NOX especificas podem
ser selecionadas para essas aplicagdes com base na taxa de
associagao de O, na taxa de dissociagdo de O3, na
constante de dissociagao para ligagao de 02, na
estabilidade ao NO, na reatividade ao NO, na taxa de auto-
oxidacdo, na meia-vida desejada, ou qualquer combinagao de
dois ou mais das citadas anteriormente para a aplicagdo
especifica. Em varias modalidades de aplicag¢des
industriais, a proteina H-NOX & uma apoproteina que € capaz
de se ligar ao heme, ou é uma holoproteina com heme ligado.

As proteinas H-NOX podem ser usadas, por exemplo, como
padrdes de referéncia para uma instrumentagdo analitica que
necessite desses padrdes de referéncia. A liberagdao de O
pelas proteinas H-NOX pode ser usada para aumento do
crescimento celular em culturas de células por manutengao
ou aumento dos niveis de O, 1in vitro. Para essas
aplicagdes, as proteinas H-NOX podem ser adicionadas a um
meio de cultura de células para liberar O, ao meio (e as
células no meio). Em algumas modalidades, o O, & ligado a
proteina H-NOX, antes dela ser adicionada ao meio de
cultura de células. Em outras modalidades, o O, ndo &
ligado & proteina H-NOX antes de sua adigdo ao meio de

cultura de células, e a proteina H-NOX transporta O, de uma

localizac¢do no meio para outra localizagdo no meio.
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Alternativamente, as células podem ser modificadas
geneticamente para codificar wuma proteina H-NOX para
aumentar a quantidade de O, obtida pelas células. Por
exemplo, células que expressam um composto de interesse
(por exemplo, uma pequena molécula ou proteina Gtil em
aplicagdes farmacéuticas) podem ser modificadas
geneticamente para também produzirem uma proteina H-NOX que
facilite o crescimento das células, especialmente sob
condigdes de O, reduzido (Sullivan e cols. (2006),
“Targeted Oxygen Delivery within Hepatic Hollow Fiber
Bioreactors via Supplementation of Hemoglobin-Based Oxygen
Carriers”, Biotechnol. Prog. 22: 1.374-87; Frey e cols.
(2001), “Dissection of Central Carbon Metabolism of
Hemoglobin-Expressing Escherichia Coli by 13C Nuclear
Magnetic Resonance Flux Distribution Analysis in
Microaerobic Bioprocesses”, Applied and Environmental
Biology 67(2): 680-687). Além disso, as proteinas H-NOX
podem ser usadas para remover O, de solugdes que necessitem
da remogdo de O,.

Kits com proteinas H-NOX

Também sdo fornecidos artigos manufaturados e kits que
incluem qualgquer uma das proteinas H-NOX aqui descritas e
uma embalagem adequada. Em algumas modalidades, a invengao
inclui um kit com: (i) uma proteina H-NOX (por exemplo, uma
proteina H-NOX do tipo selvagem ou mutante aqui descrita,
ou formulagdes desta, como aqui descritas) e (idi)
instrugdes para utilizagdo do kit para a liberagdo de 0O; a
um individuo. Em varias modalidades, a invengao apresenta
um kit com: (i) wuma proteina H-NOX (por exemplo, uma

proteina H-NOX do tipo selvagem ou mutante aqui descrita,
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ou formulag¢des desta, como aqui descritas) e (ii)
instrucdes para utilizagdo do kit para qualquer um dos usos
industriais aqui descritos (por exemplo, © uso de uma
proteina H-NOX como padrao de referéncia para
instrumentag¢do analitica gque necessita deste padrdo de
referéncia, aumento do crescimento celular em cultura de
células por manutencdo ou aumento dos niveis de O; in
vitro, adic3o de 0O, a uma solugdo ou remogdo de O, de uma
solugdo) .

Embalagens adequadas as composigdes aqui descritas sdo
conhecidas na técnica, e incluem, por exemplo, frascos (por
exemplo, frascos lacrados), vasos, ampolas, garrafas,
jarras, embalagens flexiveis (por exemplo, bolsas Mylar ou
plasticas), e semelhantes. Esses artigos manufaturados
podem ainda ser esterilizados e/ou lacrados. Também sdo
fornecidas formas de dosagem unitaria que compreendem as
composi¢des aqui descritas. Essas formas de dosagem
unitaria podem ser armazenadas em uma embalagem adequada em
dosagens unitArias Gnicas ou maltiplas, e também podem
ainda ser esterilizadas e lacradas. As instrugdes
fornecidas nos kits da invengdo sdo tipicamente instrug¢des
escritas em um rdétulo ou bula (por exemplo, uma folha de
papel incluida no kit), mas instrug¢des que possam ser lidas
por maquinas (por exemplo, instrugdes fornecidas em um
disco de armazenamento magnético ou ©Optico) também sdo
aceitdveis. As instrugdes relacionadas ao uso de proteinas
H-NOX geralmente incluem informagdes sobre a dosagem,
esquema de dosagem e via de administragdo para o tratamento
ou uso industrial desejado. O kit pode ainda compreender

uma descricdo da sele¢do de um individuo adequado ou
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tratamento.

Os recipientes podem ser doses unitarias, embalagens a
granel (por exemplo, embalagens multidoses) ou doses
subunitdrias. Por exemplo, também podem ser fornecidos kits
que contém dosagens suficientes de proteinas H-NOX aqui
reveladas para fornecer tratamento eficaz para um individuo
por um periodo de tempo prolongado como, por exemplo, cerca
de uma semana, 2 semanas, 3 semanas, 4 semanas, 6 semanas,
8 semanas, 3 meses, 4 meses, 5 meses, 6 meses, 7 meses, 8
meses, 9 meses, ou mais. Os kits também podem incluir doses
unitdrias maltiplas de proteinas H-NOX e instrugdes para
uso, e embaladas em quantidades suficientes para
armazenamento e uso em farmdcias, por exemplo, farmacias
hospitalares e farmdcias de manipulag¢do. Em algumas
modalidades, o kit inclui uma composigdo seca (por exemplo,
liofilizada) que pode ser reconstituida, re-suspensa ou re-
hidratada para formar geralmente uma suspensao agquosa
estavel de proteina H-NOX.

Métodos exemplares para a produgdo de proteinas H-NOX

A presente invengdo também fornece métodos para a
producdo de qualquer uma das proteinas H-NOX mutantes aqui
descritas. Em algumas modalidades, o método envolve o
cultivo de uma célula que possui um &acido nucléico que
codifica uma proteina H-NOX mutante sob condigdes adequadas
a produgdo da proteina H-NOX mutante. Em varias
modalidades, a H-NOX mutante também ¢é purificada (por
exemplo, purificagdo da proteina H-NOX das células ou do
meio de cultura).

Como observado anteriormente, as seqUéncias de varias

proteinas H-NOX do tipo selvagem e de &acidos nucléicos sdo
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conhecidas e podem ser utilizadas para a geragdo de
proteinas H-NOX mutantes e 4&cidos nucléicos da presente
invengdo. Técnicas para a mutagdo, expressdo e purificacdo
de proteinas H-NOX recombinantes foram descritas, por
exemplo, por Boon, E.M. e cols. (2005), “Molecular Basis
For NO Selectivity in Soluble Guanylate Cyclase”, Nature
Chemical Biology 1: 53-59 e Karow, D.S. e cols. (10 de
agosto de 2004), “Spectroscopic Characterization of The
Soluble Guanylate Cyclase-Like Herne Domains From Vibrio
Cholerae And Thermoanaerobacter Tengcongensis”,
Biochemistry 43(31): 10.203-10.211, gue é aqui incorporado
por referéncia em sua totalidade, particularmente com
relagdo & mutagdo, expressdo e purificag¢do de proteinas H-
NOX recombinantes. Essas técnicas ou outras técnicas
padronizadas podem ser usadas para a geragdo de proteina H-
NOX mutante.

Em particular, as proteinas H-NOX mutantes aqui
descritas podem ser geradas por diversos métodos gque sdao
conhecidos na técnica. A mutagdo pode ocorrer no nivel de
aminodcido por modifica¢do quimica de um aminodacido ou no
nivel de cédon por alteragdo da sequéncia de nucleotideos
que codifica certo aminodcido. A substituigdo de um
aminodcido em certa posigdo em uma proteina pode ser obtida
por alteragdo do cddon que codifica aquele aminodcido. Isso
pode ser obtido por mutagénese sitio-dirigida, por exemplo:
(i) a técnica de Amersham (kit de mutagénese Amersham,
Amersham, Inc., Cniveland, Ohio) com base nos métodos de
Taylor, J.W. e cols. (20 de dezembro de 1985), “The Use of
Phosphorothiocate-Modified DNA in Restriction Enzyme

Reactions to Prepare Nicked DNA”, Nucleic Acids Res.



10

15

20

25

30

130/149

13(24): 8.749-8.764; Taylor, J.W. e cols. (20 de dezembro
de 1985), “The Rapid Generation of Oligonucleotide-Directed
Mutations at High Frequency Using Phosphorothioate-Modified
DNA”, Nucleic Acids Res. 13(24): 8.765-8.785; Nakamaye,
K.L. e cols. (22 de dezembro de 1986), “Inhibition of
Restriction Endonuclease Nci I Cleavage by Phosphorothioate
Groups and its Application to Oligonucleotide-Directed
Mutagenesis”, Nucleic Acids Res. 14(24): 9.679-9.698; e

Dente e cols. (1985), em “DNA Cloning”, Glover, Ed., IRL

Press, paginas 791-802, (ii) o kit Promega (Promega Inc.,
Madison, Wis.), ou (iii) o kit Biorad (Biorad Inc.,
Richmond, Calif.), com base nos métodos de Kunkel, T.A.
(janeiro de 1985), *“Rapid And Efficient Site-Specific
Mutagenesis Without Phenotypic Selection”, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 82(2): 488-492; Kunkel, T.A. (1987), “Rapid

And Efficient Site-Specific Mutagenesis Without Phenotypic,

Selection”, Methods Enzymol. 154: 367-382; Kunkel, Patente

. U.S. N° 4.873.192, que sdo aqui incorporados por referéncia

em suas totalidades, particularmente com relagdo a
mutagénese de proteinas. A mutagénese também pode ser
obtida por outros meios comercialmente disponiveis ou ndo-
comerciais, por exemplo, aqueles que utilizam mutagénese
sitio-dirigido com oligonucleotideos mutantes.

A mutagénese sitio-dirigido também pode ser obtida com
o uso de mutagénese baseada em PCR, por exemplo, aquela
descrita em Zhengbin e cols. (1992), paginas 205-207 em
“PCR Methods and Applications”, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Nova York; Jones, D.H. e cols. (fevereiro
1990), “A Rapid Method For Site-Specific Mutagenesis And

Directional Subcloning by Using the Polymerase Chain
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Reaction to Generate Recombinant Circles”, Biotechnigues
8(2): 178-183; Jones, D. Fl. e cols. (janeiro 1991), “A
Rapid Method For Recombination And Site-Specific
Mutagenesis by Placing Homologous Ends on DNA Using
Polymerase Chain Reaction”, Biotechniques 10(1l): 62-66, que
sdo aqui incorporadas por referéncia em suas totalidades,
particularmente com relagao a mutagénese de proteinas. A
mutagénese sitio-dirigida também pode ser obtida com o uso
de mutagénese por cassete com técnicas que sdo conhecidas
por aqueles habilitados na técnica.

Um acido nucléico de H-NOX mutante pode ser
incorporado em um vetor, por exemplo, um vetor de
expressdo, com o uso de técnicas padronizadas. Por exemplo,
podem ser usadas enzimas de restrigdo para clivar o &acido
nucléico de H-NOX mutante e o vetor. A seguir, as
extremidades compativeis do acido nucléico clivado de H-NOX
mutante e o vetor clivado podem ser 1ligados. O vetor
resultante pode ser inserido em uma célula (por exemplo,
uma célula de inseto, uma célula de planta, uma célula de
levedura ou uma célula bacteriana) com o uso de técnicas
padronizadas (por exemplo, eletroporécéo) para expressao da
proteina H-NOX codificada.

Em particular, foram expressas proteinas heterdlogas
em diversos sistemas de expressdo bioldgicos, bor ekemplo,
células de inseto, células de planta, células de levedura e
células bacterianas. Dessa forma, gqualquer sistema de
expressao bioldgico de proteina adequado pode ser utilizado
para a produgdo de grandes quantidades de proteina H-NOX
recombinante. Em algumas modalidades, a proteina H-NOX (por

exemplo, uma proteina H-NOX mutante ou do tipo selvagem) &
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uma proteina isolada. Como aqui wusado, uma ‘“proteina
isolada” significa uma proteina separada de um ou mais
componentes com ©Os quais a proteina esta naturalmente
associada na natureza, incluindo, por exemplo, &acidos
nucléicos, lipideos e outras proteinas. Uma proteina
isolada também n3do ocorre em uma biblioteca de proteinas,
por exemplo, uma biblioteca de 2, 5, 10, 20, 50 ou mais
proteinas diferentes. Uma proteina isolada pode ser obtida,
por exemplo, por expressado de um acido nucléico
recombinante que codifica a proteina ou por sintese quimica
da proteina.

Se desejado, as proteinas H-NOX podem ser purificadas
com o uso de técnicas padronizadas. Como aqui usado, o
termo “proteina purificada” significa wuma proteina (por
exemplo, uma proteina H-NOX mutante ou do tipo selvagem)
que foi separada de um ou mais componentes que estdo
presentes dgquando a proteina & produzida. Em algumas
modalidades, a proteina €& pelo menos cerca de 60%, por
peso, livre de outros componentes que estdo presentes
quando a proteina é produzida. Em varias modalidades, a
proteina & pelo menos cerca de 75%, 90% ou 99%, por peso,
pura. Uma proteina purificada pode ser obtida, por exemplo,
por purificagdo (por exemplo, extragdo) de uma fonte
natural, de um sistema de expressdo recombinante ou de uma
mistura de 1reagdao para sintese quimica. Métodos de
purificagéao exemplares incluem imunoprecipitagdo,
cromatografia em coluna, por exemplo, cromatografia por
imunocafinidade, purificag¢do por imunoafinidade com gldbulo
magnético e cozimento com um anticorpo ligado a placa, além

de outras técnicas conhecidas por aqueles habilitados na
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técnica. A pureza pode ser avaliada por gqualquer método
apropriado, por exemplo, por cromatografia em coluna,
eletroforese em gel de poliacrilamida ou andlise por HPLC.
Em algumas modalidades, a proteina purificada € incorporada
em uma composicdo farmacéutica da invengdo ou usada em um
método da inven¢do. A composigdo farmacéutica da invengao
pode ter aditivos, veiculos ou outros componentes, além da
proteina purificada.
EXEMPLOS

Os exemplos, que tém a intengdo de serem puramente
exemplares da invengdo e, portanto, ndo devem ser
considerados como limitantes da invengdo de forma alguma,
também descrevem e detalham aspectos e modalidades da
inveng¢ao discutidos acima. Os exemplos nao visam
representar que os experimentos abaixo sdo todos ou os
Gnicos experimentos realizados. A menos que indicado de
forma diferente, a temperatura estd em graus Centigrados e
a pressdao estad na pressdo atmosférica ou préxima a ela.

Exemplo 1l: Produgdo de proteinas H-NOX do tipo
selvagem e mutantes

As proteinas H-NOX do tipo selvagem e mutantes foram
produzidas, expressas e purificadas com a utilizagdo de
métodos padronizados, basicamente como descrito por Boon,
E.M. e cols. (2005), “Molecular Basis For NO Selecti\}ity in
Soluble Guanylate Cyclase”, Nature Chemical Biology 1: 53-
59 e Karow, D.S. e cols. (10 de agosto de 2004),
“Spectroscopic Characterization of The Soluble Guanylate
Cyclase-Like Heme  Domains From Vibrio Cholerae And
Thermoanaerobacter Tengcongensis”, Biochemistry 43(31):

10.203-10.211, ambos aqui incorporados por referéncia em
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suas totalidades, particularmente com relagdo a mutagénese,
expressdo e purifica¢do de proteinas H-NOX. A mutagénese
foi efetuada com a utilizagdo do protocolo QuickChange® de
Strategene (La Jolla, CA). A expressdo das proteinas em
cultura de células e a purificagdo subseqlente das
proteinas foram realizadas como descrito por Karow, D. S. e
cols. (10 de agosto de 2004), “Spectroscopic
Characterization of The Soluble Guanylate Cyclase-Like Heme
Domains From Vibrio Cholerae And Thermoanaerobacter
Tengcongensis”, Biochemistry 43(31): 10.203-10.211.

Exemplo 2: Caracterizagdo de proteinas H-NOX mutantes
como veiculos de liberagdo de oxigénio

Kp cinética: pfoporqéo de koff Para Kkon

O wvalor da Kp cinética foi determinado para as
proteinas H-NOX do tipo selvagem e mwmutantes basicamente
como descrito por Boon, E.M. e cols. (2005), “Molecular
Basis For NO Selectivity in Soluble Guanylate Cyclase”,
Nature Chemical Biology 1: 53-59, que é aqui incorporado
por referéncia em sua totalidade, particularmente com
relagdo a medida das taxas de associag¢do de 0,, das taxas
de dissociagdo de 0O,, das constantes de dissociagdo para a
ligagdo de 0., das taxas de auto-oxida¢do e das taxas de
dissociagdo de NO.

kon (taxa de associagdo de 0;)

A associagao de 0O, ao heme foi medida com o uso de
fotdélise instant@nea a 20°C. Ndo foi possivel vaporizar o
complexo de Fe'-0, em conseqiéncia da cinética de
recombinagdo geminada muito rapida; dessa forma, o complexo
de Fe'’-0, foi submetido & fotdlise instantlnea com luz de

laser a 560 nm (Hewlett-Packard, Palo Alto, CA), produzindo
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o intermedidrio de Fe'' de 5 coordenadas, do qual a ligagdo
de O, molecular foi seguida em varios comprimentos de onda.
As amostras de proteina foram feitas por redugdo anaerdbica
com 10 mM ditionita, seguida por dessalinizag¢do em uma
coluna PD-10 (Millipore, Inc., Billerica, MA). As amostras
foram entdo diluidas até 20 pM de heme em tampdo de 50 mM
de TEA, 50 mM de NaCl, pH 7,5, em um cadinho de quartzo com
atmosfera controlada, com um tamanho de 100 pl até 1 ml, e
um comprimento de trajeto de 1 cm. O géds CO foi fluido
sobre o headspace desse cadinho por 10 minutos para formar
© complexo de Fe'-CO, cuja formagdo foi verificada por
espectroscopia de UV visivel (Soret maximo de 423 nm). Essa
amostra ou foi usada para medir a cinética da re-ligacgdo de
CO apbds fotdlise instanténea, enquanto ainda sob 1
atmosfera de gas CO, ou foi aberta e agitada no ar por 30
minutos para oxigenar completamente o tampdo, antes da
fotSélise instant@nea para observar os eventos de re-ligacdo
de O,. A associagdo de O, ao heme foi monitorada em vAarios
comprimentos de onda versus tempo. Esses tracos foram

ajustados com uma exponencial Tnica com o uso do software

Igor Pro (Wavemetrics, Inc., Oswego, OR; ultima vers3o -
2005) . Essa taxa era independente do comprimento de onda de
observacao, mas dependente da concentracdo de 0O,. A

espectroscopia de UV visivel foi wusada ao longo do
experimento para confirmar todos os complexos e
intermedidrios (Cary 3K, Varian, Inc. Palo Alto, CA). Os
dados da adsorg¢do transitdria foram coletados com o uso de
instrumentos descritos em Dmochowski, I.J. e cols. (31 de
agosto de 2000), “Enantiomeric Discrimination of Ru-

Substrates by Cytochrome P450cam”, J. Inorg. Biochem.
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81(3): 221-228, que é aqui incorporado por referéncia em
sua totalidade, particularmente com relagdo a
instrumentagdo. O instrumento possui um tempo de resposta

de 20 ns, e os dados sdo digitalizados a 200 mega-amostras

-1

s,
kors (taxa de dissociagdo de 0,)
Para medir a ko, complexos de Fe' -0O,-proteina (5 uM
de heme), diluidos em tampdo anaerdbico de 50 mM de TEA, 50

mM de NaCl, pH 7,5, foram misturados rapidamente com um
volume igual do mesmo tampdo (anaerdbico) contendo varias
concentragdes de ditionita e/ou gas CO saturante. Os dados
foram adquiridos em um espectrofotbmetro de fluxo
interrompido HI-TECH Scientific SF-61 equipado com um banho
Neslab RTE-100 em temperatura constante ajustado em 20°C
(TGK Scientific LTD., Bradford On Avon, Reino Unido). A
dissociag¢do de 0O, do héme foi monitorada como um aumento na
absorvéncia a 437 nm, um maximo no espectro de diferenca de
Fe''-Fe'™-0,, ou 425 nm, um miaximo no espectro de diferenca
de Fe''—Fe'’-CO. Os tragos finais foram ajustados para uma
exponencial Gnica com o uso do software que & parte do
instrumento. Cada experimento foi feito um minimo de seis
vezes, e foram calculadas as médias das taxas resultantes.
As taxas de dissociagdo medidas s&do independentes da
concentragdo de ditionita (100, 50, 25, 10, 5 e 2,5 mM de
ditionita foram testadas) e independentes do CO saturante
como um cerco para a espécie reduzida, com e sem a presenca
de 10 mM de ditionita.

Kp cinética

A Kp cinética & determinada pelo cdlculo da proporcio

de kofs para Kkon com a utilizagdo das medidas de ko € kop
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descritas acima.

Kp calculada

Para medir a Kp calculada, os valores para a kose © Kp
cinética que foram obtidos como descritos acima foram
colocados em um grafico. Um relacionamento linear entre Koes
e a Kp cinética foi definido pela equagdo (y = mx + b). Os
valores de koes foram entdo interpolados ao longo da linha,
para derivar a Kp calculada wusando Excel: MAC 2004
(Microsoft, Redmond, WA). Na auséncia de uma k., medida,
essa interpola¢ao fornece uma forma para relacionar Kees &
Kp.

Taxa de auto-oxidacgdo

Para medir a taxa de auto-oxidagdo, as amostras de
proteina foram reduzidas anaerobicamente, depois diluidas
até 5 pM de heme em tampdo aerdbico de 50 mM de TEA, 50 mM
de NaCl, pH 75. Essas amostras foram entdo incubadas em um
espectrofotdmetro Cary 3E equipado com um banho Neslab RTE-
100 em temperatura constante ajustado em 37°C, e rastreadas
periodicamente (Cary 3E, Varian, Inc., Palo Alto, CA). A
taxa de auto-oxidagdo foi determinada pela diferenga entre

I plotado

o médximo e minimo no espectro de diferenca Fe''-Fe
versus tempo, e ajustada com uma exponencial Unica usando
Excel: MAC 2004 (Microsoft, Redmond, WA).

Taxa de reagdo com NO

A reatividade ao NO foi medida com o uso das proteinas
purificadas (Tt WT H-NOX, Tt Y140H H-NOX e hemoglobina de
Homo sapiens (Hs Hb)) preparadas a 2 uM em tampdo A, e o NO
foi preparado a 200 uM em Tampdo A (Tampdo A: 50 mM de
Hepes, pH 7,5, 50 mM de NaCl). Os dados foram adquiridos em

um espectrofotdmetro de £fluxo interrompido HI-TECH
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Scientific SF-61 equipado com um banho Neslab RTE-100 em
temperatura constante a 20°C (TGK Scientific LTD., Bradford
On Avon, Reino Unido). A proteina foi misturada rapidamente
com NO em uma proporgdo de 1:1 com um tempo de integragdo
de 0,00125 segundo. Os comprimentos de onda de mudanca
maxima foram ajustados até uma exponencial Gnica com o uso
do software que & parte do espectrdmetro, medindo-se
basicamente a etapa de taxa limitante da oxidacdo por NO.
Os produtos finais da reagdo foram férrico-NO para as
proteinas H-NOX e férrico-agua para Hs Hb.

Medidas da p50

Se desejado, o valor de p50 para proteinas H-NOX

mutante ou do tipo selvagem pode ser medido como descrito

pPor Guarnone, R. e cols. (setembro/outubro de 1995),
“Performance Characteristics of Hemox-Analyzer For
Assessment of The Hemoglobin Dissociation Curve”,
Haematologica SO(5): 426-430, que & aqui incorporado por

referéncia em sua totalidade, particularmente com relagao a
medida de valores de p50. O valor de p50 é determinado com
© uso de um analisador HemOx. A cdmara de medida comeca a
0% de oxigénio e é lentamente elevada, de forma
incremental, em diregdo a 100% de oxigénio. Uma sonda de
oxigénio na c8mara mede o % de saturacdo de oxigénio. Uma
segunda sonda (luz UV-Vis) mede dois comprimentos de onda
de adsorgdo, ajustados para os espectros UV-Vis dos picos
alfa e beta da hemoproteina (por exemplo, uma proteina como
H-NOX em complexo com heme). Esses picos de adsorcdo
aumentam linearmente & medida que a hemoproteina se liga ao
oxigénio. A mudanga percentual de ndo ligado a 100% ligado

€ entdo plotada contra os valores do % de oxigénio para
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gerar uma curva. A p50 & o ponto na curva onde 50% da
hemoproteina estdo ligados ao oxigénio.

Especificamente, o Analisador Hemox (TCS Scientific
Corporation, New Hope, PA) determina a curva de dissociagdo
de oxi-hemoproteina (ODC) por exposigdo de 50 nl de sangue
ou hemoproteina a uma pressdo parcial crescente de oxigénio
e sua desoxigenagdo com gas nitrogénio. Um eletrodo de
oxigénio Clark detecta a mudanga da tensdo de oxigénio, que
€ registrada no eixo x de um gravador x-y. O aumento
resultante na frag¢do de oxi-hemoproteina é simultaneamente
monitorado por espectrofotometria de comprimento de onda
duplo a 560 nm e 576 nm, e exibida no eixo y. Sdo coletadas
amostras de sangue da veia medial do antebrago,
anticoaguladas com heparina e mantidas a 4°C em gelo UGmido
até o ensaio. Cinglenta pl de sangue total sdo diluidos em
5 pl de solugdo Hemox, um tampdo fornecido pelo fabricante
que mantém o pH da solugdo em um valor de 7,4 + 0,01. A
amostra-tampdo & aspirada para um cadinho que é parte do
analisador Hemox, e a temperatura da mistura é equilibrada
e elevada até 37°C; a amostra & entdo oxigenada até 100%
com ar. Apds ajuste do valor de pO,, a amostra &
desoxigenada com nitrogénio; durante O processo de
desoxigenag¢do, a curva & registrada em um papel de grafico.
O valor de P50 é extrapolado no eixo x como o ponto no qual
a saturagdo de O, & de 50% com o uso do software que é
parte do analisador Hemox. O tempo necessario para um
registro completo & de aproximadamente 30 minutos.

Os valores de p50 para qualquer uma das proteinas H-
NOX podem ser comparados com aqueles da hemoglobina como

uma indicagdo da afinidade relativa da proteina H-NOX por
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02, comparados com aquele da hemoglobina. A Tabela 13 lista
os valores de p50 relatados previamente para hemoglobina.
Tabela 13. Variantes de hemoglobina e suas afinidades

registradas por oxigénio

p50
Referéncia/
Nome Modificagdo [Kp (nM)| (133,3
fabricante
Pa)
Hemoglobina
~400 14
(sem estroma)
Hemoglobina
27
(RBC's)
Hemopure Polimerizada
36 Biopure
(HBOC-201) bovina
Oxiglobina |Polimerizada
54 Biopure
(14130C- 301 bovina
Hemospan Maleimida-
5 Sangart
(MP4) PEG
Poliheme Piridoxal 28-30 | Northfield Labs
Hemolink O-rafinose 40 Hemosol
Hemassist Diaspirin 32 Baxter

Medidas da viscosidade

Se desejado, a viscosidade das soluc¢des de H-NOX pode
ser medida com o uso de um redmetro de cone/placa (modelo
DV-III, Brookfield; Middleboro, MA) com o fuso cone CPE-40
em uma taxa de cisalhamento de 200/s. As solugdes com
viscosidades entre 1 e 4 centipoise (cP) administradas em
experimentos de liberacdo de oxigénio em hemodiluic¢do sido
relatadas como seguras (Winslow, R.M. e cols. (outubro de
2004), “"Comparison of PEG-Modified Albumin And Hemoglobin

in Extreme Hemodilution in the Rat”, J. Appl Physiol.
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97 (4) : 1.527-1.534, Patentes U.S. |\ 6.974.795 e
6.432.918, que s3o aqui incorporados por referéncia em suas
totalidades, particularmente com relagdo a medida de
viscosidade). Conseqliientemente, em algumas modalidades, a
viscosidade da solugdo de proteina H-NOX & entre 1 e 4 cCP.

Medidas da pressdo oncdtica coloidal

Se desejado, a pressdo oncdtica coloidal pode ser
medida usando um osmdémetro coldéide de acordo com as
instruc¢des do fabricante (modelo 4420, Wescor; Logan, UT).
Métodos exemplares para medir a pressdo oncdtica coloidal
sdo descritos em Vandegriff, K.D. e cols. (novembro de
1997), “Colloid Osmotic Properties of Modified Hemoglobins:
Chemically Cross-Linked Versus Polyethilene Glycol Surface-
Conjugated”, Biophys. Chem. 69(1): 23-30, em uma pagina na
Internet “anaesthesiamcqg.com/FluidBook/f12 4 .php”; Patentes
U.S. N° 6.974.795 e 6.432.918, que sdo aqui incorporados
por referéncia em suas totalidades, particularmente com
relacdo 4 medida da pressdo oncdtica coloidal. Solugdes com
pressao oncdtica coloidal entre 2,67 e 6,67 kPa
administradas em experimentos de liberagdo de oxigénio em
hemodiluic¢do sd3o relatadas como seguras (Winslow, R. M. e
cols. (outubro de 2004), “Comparison of PEG-Modified
Albumin And Hemoglobin in Extreme Hemodilution in the Rat”,
J. Appl. Physiol. 97(4): 1.527-1.534). Consequentemente, em
algumas modalidades, a pressdo oncdtica coloidal da solugdo
de proteina H-NOX é entre 2,67 e 6,67 kPa.

Exemplo 3: Modelo de cirurgia para mutantes H-NOX
transportadores de O,: comparagdo de um painel de mutantes

H-NOX transportadores de O, e H-NOX em hemodiluigdo extrema

no rato.
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Para avaliar a habilidade de mutantes de H-NOX para
transportar O, em um modelo de cirurgia, pode ser realizada
uma adaptagdo de um protocolo estabelecido (Winslow, R.M. e
cols. (outubro 2004), “Comparison of PEG-Modified Albumin
And Hemoglobin in Extreme Hemodilution in the Rat”, J.
Appl. Physiol. 97(4): 1.527-1.534, que é aqui incorporado
por referéncia em sua totalidade, particularmente com
relagcdo aos modelos de cirurgia) com o uso de transfuséao
por troca continua no rato.

Machos de ratos Sprague-Dawley aclimatados sdo
anestesiados por injegdo intramuscular de um coquetel de
roedor contendo uma mistura de quetamina (40 mg/kg),
acepromazina (0,75 mg/kg) e xilazina (3 mg/kg). Cateteres
feitos de tubos de polietileno (Clay Adams PE-50 e PE-10)
s3o implantados em ambas as artérias femorais e em uma veia
femoral. Os cateteres sdo externalizados na base da cauda e
cobertos por uma bainha da cauda para protegdo e acesso
futuro. Apds fechamento das feridas cirfGrgicas, os animais
retornam as suas gaiolas e é permitido que acordem e se
recuperem por 24 horas, antes do inicio do experimento. Os
animais possuem livre acesso a alimento e agua durante a
recuperagdo. Para as medidas hemodindmicas, o cateter da
artéria femoral é conectado por meio de wuma valvula
reguladora e uma agulha de 23 gauge até um transdutor de
pressdo, e a pressdo arterial é medida continuamente a 100
Hz.

O pH, a PCO, e a PO, arteriais sd&o medidos em um
analisador de gasometria modelo Bayer 248 com O usoO de
amostras heparinizadas de sangue de 100 upl. O dcido 1latico

& medido no sangue da artéria femoral com o uso de um
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analisador de lactato YSI (Yellow Springs Institute, Yellow
Springs, OH). O CO, total, o bicarbonato padronizado (HCO)
e o excesso de base (BE) s3o calculados a partir da PCOy,
pH e concentragdo de Hb.

Animais totalmente conscientes (n = 5 para cada grupo
de tratamento) s3o colocados em dispositivos de contengdo
de Plexiglas. As cénulas arteriais e venosas sdo enxaguadas
com 200 e 100 pul, respectivamente, de solugédo salina
heparinizada (100 U/ml) . Os cateteres arteriais e venosos
sdo conectados a uma bomba de infusdo (Labconco modelo
4262000, Kansas City, MO), e a transfusio por troca é
efetuada em uma taxa de 0,5 ml/min por 100 minutos. Dessa
forma, o volume total de solugdo trocada é de 50 ml ou 2,5
volumes sanglineos. A bomba peristédltica & operada de tal
forma que o sangue seja removido exatamente na mesma taxa
em que o material de teste & infundido. As solug¢des de
teste s3o aquecidas até 37°C em um banho-maria, antes da
infusdo, e mantidas aquecidas durante avinfuséo por uma
placa de aquecimento. Ao final do periodo de troca de 100
minutos, os animais que sobrevivem s8o monitorados por mais
70 minutos, antes de serem submetidos a4 eutanasia. Amostras
de sangue (0,3 ml) sao coletadas a cada 10 minutos para
analise hematolégica e gasometria.

Os grupos de tratamento incluem animais que recebem a
administracdo de uma ou mais proteinas H-NOX que haviam
sido testadas previamente quanto as constantes de
dissociagdao de NO ou O3, reatividade ao NO, estabilidade,
compatibilidade fisioldgica ou combina¢des of dois ou mais
das citadas anteriormente. Os dgrupos com as células

sangtiineas vermelhas tratadas com H-NOX e pentastarch
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fornecem controles positivos e negativos, respectivamente.

Os resultados finais objetivos incluem sobrevida e o
surgimento de metabolismo anaerdbico, sinalizado por
desarranjo &cido-basico e actGmulo de dcido 1latico. As
proteinas H-NOX que aumentam a taxa de sobrevida (por
exemplo, que produzem um aumento estatisticamente
significativo da taxa de sobrevida) comparadas com a do
grupo de controle sdo Gteis para a oxigenagdo de tecidos em
hemodiluicdo extrema. Espera-se que estas prot-einas H-NOX
também sejam uUteis para o tratamento de outras indicagdes
para as quais a liberagdo de O: é benéfica.

Exemplo 4: Modelo de trauma para mutantes de H-NOX
transportadores de O;: comparagdo dos efeitos de mutantes
de H-NOX transportadores de O: e solugdes de hemoglobina
recombinante sobre a pressdo sangiinea, © fluxo sangilineo
intestinal e a oxigenag¢do do intestino em um modelo em rato
de chogue hemorragico.

par avaliar a habilidade das proteinas H-NOX para
transportar O, em um modelo de trauma, pode ser realizada
uma adaptag¢do de um protocolo estabelecido (Raat, N.J. e
cols. (janeiro de 2005), “Effects of Recombinant -Hemoglobin
Solutions rHb2.0 and rHbl.1 on Blood Pressure, Intestinal
Blood Flow, And Gut Oxygenation in a Rat Model of
Hemorrhagic Shock”, Lab. clin. Med. 145(1): 21-32, que &
aqui incorporado por referéncia em sua totalidade,
particularmente com relacdio aos modelos animais de trauma)
em um modelo em rato de pressao fixa (5,33 kPa) de choque
hemorrdgico e ressuscitamento.

Ratos Wistar sdo anestesiados com uma injegdo

intraperitoneal de uma mistura de 90 mg/kg de quetamina,



10

15

20

25

30

145/149

0,5 mg/kg de medetomidina e 0,005 mg/kg de sulfato de
atropina. A temperatura corporal de cada rato é mantida
entre 36,5°C e 37,5°C com o uso de uma placa de aquecimento
termocontrolada por uma sonda de temperatura colocada no
reto do rato. Além disso, a perda de calor & compensada com
o uso de uma lampada de agquecimento de cerdmica posicionada
40 a 50 cm acima do rato. Para ventilagdo mecadnica, é
realizada uma traqueotomia, e um comprimento de 3,5 cm de
um tubo de cloreto de polivinila 6F €& colocado 0,5 cm na
traquéia do rato e fixado com uma sutura. Um ventilador
infantil modificado & usado para ventilar o animal. Para
minimizar a perda de liquido ventilatéria, um filtro de
umidade & colocado antes do tubo de ventilagdo. Uma saida
lateral desse filtro é usada para monitorar o CO; do
periodo final com o uso de um capnégrafo. Os parametros de
ventilacdo como, por exemplo, fase inspiratéria (0,25-—
0,35) e frequéncia respiratédria (50-75 respiragdes/min),
sdo ajustados para manter os valores da PCO, arterial entre
35 e 45 mm Hg durante a cirurgia, verificados coletando-se
uma amostra de sangue de base. Ndo foi feito nenhum ajuste
adicional até o final do experimento.

Os vasos sio sondados com o uso de um cateter Vvenoso
de polietileno de 0,5 x 0,9 mm. Os cateteres sdo
preenchidos com solucdo de NaCl 0,9% com 25 IU de heparina.
O cateter da artéria carétida direita & encurtado até 20 cm
e ajustado a um transdutor de pressdo para monitoramento
continuo da arterial pressdo média (MAP) e da frequéncia
cardiaca. A MAP é& calculada com o uso dessa fdérmula:
(pressao arterial sistdlica - pressao arterial

diastdlica)/3 + pressdo arterial diastdlica. Além disso, a
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veia jugular é sondada para aporte de 1liquidos com 15
ml/kg/h de lactato de Ringer e 5 ml/kg/h de anestesia de
manutencdo (50 mg/kg/h de quetamina em lactato de Ringer).
A artéria femoral é sondada para retirada de sangue e
coleta de amostra para gasometria arterial. A veia femoral
é sondada para infus3o dos liquidos de ressuscitamento e
coleta de amostras para gasometria venosa.

E feita uma laparotomia na linha média em cada rato: o
abdome & coberto com uma protegdo de Saran para evitar a
evaporagdo de 1liquidos corpdreos. Um pequeno orificio &
feito na protegdo de Saran para permitir acesso da fibra
éptica para medidas da PO; microcirculatdédria. Uma via
ileocecal também é sondada com um cateter de polietileno de
0,8 mm para coleta de sangue Venoso mesentérico.

A PO, microvascular intestinal é medida com o uso da
técnica descrita previamente de extingdo oxigénio-
dependente da fosforescéncia de paladio-porfirina. Apbs 2,5
a 3 horas de cirurgia, paladio (II) meso-tetra (4-carbdxi-
fenil) porfina acoplada a solugado de HSA (50 mg em 10 ml de
solugcdo de albumina 4%, 4 mmol/l de solugdo de paladio-
porfirina, pH ajustado até 7,4 com HCl) é infundida em uma
dose de 12 mg/kg de peso corporal em uma taxa de 9,6
ml/kg/h por 15 minutos.

A excitacdo de paladio-porfirina com um pulso de 1luz
causa a emissdo de fosforescéncia que decai com o tempo,
que esta relacionada quantitativamente a concentragdo de
oxigénio (Vanderkooi, J.M. e cols. (25 de abril de 1987),
“An Optical Method for Measurement of Dioxygen
Concentration Based Upon Quenching of Phosphorescence”, J.

Biol. Chem. 262 (12) : 5.476-5.482). As medidas da PO;
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microvascular s3o feitas com uma fihra Optica posicionada
acima da parte proximal do ileo. A lampada de flash é
registrada antes da infus8o da solugdo de paladdio-porfirina
e, um algoritmo de desconvolugdo € usado para calcular as
concentracdes de oxigénio. Apds a infusdo de solugao de
paladio-porfirina e de uma estabilizagdo de 45 minutos, s&o
coletadas amostras de sangue de base (0,2 ml/amostra) da
artéria femoral, da veia femoral e da veia mesentérica para
determinacdo da gasometria. As amostras de sangue séo
analisadas em um analisador de gasometria e em um
hemoximetro.

O choque hemorragico & induzido por retirada de sangue
da artéria femoral em seringas de 3 ml com heparina (25
IU/ml de sangue) em uma taxa de aproximadamente 1 ml/min
por varios minutos, até que a MAP seja de aproximadamente
5,33 kPa. A MAP é mantida nesse nivel com o uso de
retiradas de sangue adicionais ou de infusdes de sangue poOTr
45 minutos. Imediatamente antes do ressuscitamento, sao
retiradas amostras de sangue (0,2 ml/amostra) da artéria
femoral, da veia femoral e da via mesentérica para
determinacdo da gasometria, e uma gquantidade similar de
sangue de rato (coletado durante chogque hemorragico) & re-
infundida. Apdés esse periodo de choque, o©Os animais sé&o
distribuidos aleatoriamente em 1 de 8 grupos de
ressuscitamento diferentes. O ressuscitamento é efetuado
com proteinas H-NOX do tipo selvagem ou mutantes ou com
outro transportador de 0,5, por exemplo, solugao de
hemoglobina recombinante rHbl.1l (Baxter), rHb2.0 (Baxter),
hemoglobina sem sSoOro (solucgdo-padrao) , MP4 (sangart) ,

hemopure (Biopure) ou poliheme (Northfield Labs) (Raat, N.
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J. e cols. (janeiro de 2005), Lab. Clin. Med. 145(1): 21-
32; concentragdo de estoque de 100 mg/ml), todos em uma
dose de 20 ml/kg (2 g/kg) infundida em uma taxa de 60
ml/kg/h. HSA (solugdo de albumina 13,4%) infundida na mesma
dosagem (20 ml/kg) e taxa €& usada como controle para o
efeito de volume sobre a pressido e fluxo durante o
ressuscitamento. Quando o ressuscitamento esta completo,
sio retiradas amostras de sangue de 0,2 ml da artéria
femoral, da veia femoral e da veia mesentérica apbés 30, 60,
90 e 120 minutos, e uma quantidade similar de sangue de
rato & dada de volta a cada vez.

Proteinas H-NOX que causem a mesma ou menos
vasoconstrigdo sistémica (por exemplo, substancialmente ou
significativamente menos), O mMesSmMO OU MENos aumento da MAP,
ou © mesmo ou menos aumento da resisténcia vascular
mesentérica (MVR) apds ressuscitamento, comparadas com as
causadas por outro transportador de Oz (por exemplo,
rHbl.1, <xrHb2.0, hemoglobina sem sOro, MP4, hemospan ou
poliheme) ou por HAS pareada oncoticamente, sdo Gteis para
o tratamento de choque hemorragico. Espera-se dque estas
proteinas H-NOX também sejam Uteis para o tratamento de
outras indicag¢des para as quais a liberagdo de O, &
benéfica.

Os exemplos e a descrigao detalhada apresentados
anteriormente sdo oferecidos apenas como forma de
ilustracdo, e ndo como forma de limitac¢do. Todas as
publicagdes, pedidos de patente e patentes citados nessa
especificagdo sdo aqui incorporados por referéncia como se
cada publicagdo, pedido de patente ou patente individual

fosse especifica e individualmente indicado para ser
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incorporado por referéncia. Embora a invengdo tenha sido
descrita com algum detalhe como forma de ilustragao e
exemplo a fim de facilitar sua compreensao, ficara
facilmente aparente por aqueles habilitados na técnica a
luz dos ensinamentos dessa invengdo que certas mudangas e
modificacdes podem ser feitas a ela, sem se afastar do
espirito ou do escopo das reivindica¢des em anexo.

A menos que definidos de forma diferente, os
significados de todos os termos técnicos e cientificos aqui
utilizados sdo aqueles comumente conhecidos por aqueles
habilitados na técnica a qual essa invengdo pertence.
Aqueles habilitados na técnica também irdo observar dJque
quaisquer métodos e materiais similares ou equivalentes
Aqueles aqui descritos também podem ser usados para a
pratica ou teste da invengao.

Para uso nesse pedido, a menos que claramente indicado
de forma diferente, o uso dos termos “um”, “uma”, e
semelhantes refere-se a um ou mais.

Referéncias feitas nesse pedido a um valor de “cerca
de” ou parametro incluem (e descrevem) modalidades que sao
dirigidas aquele valor ou pardmetro per se. POr exemplo,
uma descricdo que se refere a “cerca de X” inclui a
descrigdo de “X".

Entende-se que aspectos e modalidades da invengdo aqui
descritas incluem “que compreende”, “que consiste” e “que

consiste basicamente em” aspectos e modalidades.
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REIVINDICAGOES
1. ..Composigdo farmacéutica, caracterizada por
compreender: (i) uma quantidade farmaceuticamente aceitavel

de uma proteina H-NOX, em que a constante de dissociag¢do de
O, daiproteina H-NOX estd dentro de 2 ordens de magnitude
daqueia da hemoglobina, e em que -a reatividade de NO da
proteina H-NOX é pelo menos 10 vezes menor do que aquela da
hemogfbbina, e (ii) um veiculo farmaceuticamente aceitavel.

2. Composigdo farmacéutica, de acordo com a

reivindicacdo 1, caracterizada pelo fato de que a constante

de dissociacdo de O, da proteina H-NOX & entre cerca de 100
nM e cerca de 255 nM a 20°C.
3. Composigdo farmacéutica, de acordo com qualquer uma

das reivindicag¢des 1 ou 2, caracterizada pelo fato de que a

=

constante de dissociacgdo de 0, da proteina H-NOX & de menos
do que cerca de 80 nM a 20°C.
4. Composigao farmacéutica, de acordo com a

reivindicac¢d3o 3, caracterizada pelo fato de que a constante

de dissociag¢do de 0O, da proteina H-NOX & entre cerca de 20
nM e cerca de 75 nM a 20°C.
5. Composig¢do farmacéutica, de acordo com qualquer uma

das reivindicacgdes 1, 2, 3 ou 4, caracterizada pelo fato de

-

que é reatividade de NO da proteina H-NOX & pelo menos 100
vezes menor do que aquela da hemoglobina.
6. Composigéao farmacéutica, de acordo com a

reivindicacgao 5, caracterizada pelo fato de que a

P

reatividade de NO da proteina H-NOX é pelo menos 1.000
vezes menor do que aquela da hemoglobina.
7. Composigdo farmacéutica, de acordo com qualquer uma

das reivindica¢des 1, 2, 3, 4, 5 ou 6, caracterizada pelo




10

15

20

25

30

2/89

P

fato de que a kofr para oxigénio da proteina H-NOX € menor
ou igual a cerca de 0,65 s a 20°C.
8. Composigao farmacéutica, de acordo com a

reivindica¢do 7, caracterizada pelo fato de que a Kkose para

-

oxigénio da proteina H-NOX é entre cerca de 0,21 e cerca de
0,65 s™* a 20°C.
9. Composig¢do farmacéutica, de acordo com qualquer uma

das reivindicag¢des 1, 2, 3, 4, 5 ou 6, caracterizada pelo

P

fato de que a kofr para oxigénio da proteina H-NOX & entre

1 ¢ cerca de 2,9 s ! a 20°cC.

cerca de 1,35 s’
10. Composigdo farmacéutica, de acordo com qualquer
uma das reivindica¢des 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 ou 9,

caracterizada pelo fato de que a proteina H-NOX é estavel a

4°C no ar.
11. Composigdo farmacéutica, de acordo com qualquer
uma das reivindica¢des 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 ou 10,

caracterizada pelo fato de que a proteina H-NOX & uma

proteina mutante.
12. Composigdo farmacéutica, de acordo com qualquer
uma das reivindicag¢des 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 ou 11,

caracterizada pelo fato de que a proteina H-NOX compreende

pelo menos uma mutagdo da bolsa distal.
13. Composigdo farmacéutica, de acordo com qualquer
uma das reivindica¢des 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 ou

12, caracterizada pelo fato de que a proteina H-NOX

compreende pelo menos uma mutagdo que ndo esta na bolsa
distal.

14. Composic¢do farmacéutica, de acordo com qualquer
uma das reivindicag¢des 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11,

12 ou 13, caracterizada pelo fato de que a proteina H-NOX
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compreende pelo menos uma mutagdo que altera a constante de
dissociacdo de O,, a koss para oxigénio, a taxa de auto-
oxidagcdo de heme e/ou a reatividade de NO comparadas com
aquelas da proteina do tipo selvagem correspondente.

15. Composicgdo farmacéutica, de acordo com gqualquer
uma das reivindicag¢des 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11,

12, 13 ou 14, caracterizada pelo fato de que a proteina H-

NOX é uma selecionada do grupo que consiste em H-NOX do
tipo selvagem de T. tengcongensis, H-NOX I5A de T.
tengcongensis, H-NOX I5L de T. tengcongensis, H-NOX I5L-
P115A de T. tengcongensis, H-NOX W9F de T. tengcongensis,
H-NOX W9F-Y140L de T. tengcongensis, H-NOX W9F-Y140H de T.
tengcongensis, H-NOX W9F-N74A de T. tengcongensis, H-NOX
W9Y de T. tengcongensis, H-NOX WO9N de T. tengcongensis, H-
NOX W9H de T. tengcongensis, H-NOX  N74E de T.
tengcongensis, H-NOX N74A de T. tengcongensis, H-NOX N74H
de T. tengcongensis, H-NOX N74A-Y140H de T. tengcongensis,
H-NOX F78Y-Y140F de T. tengcongensis, H-NOX F78Y/Y140L de
T. tengcongensis, H-NOX P115A de T. tengcongensis, H-NOX
R135Q de T. tengcongensis, H-NOX Y140F de T. tengcongensis,
H-NOX Y40L de T. terigcongensis, H-NOX Y140A de T.
tengcongensis, I175F-His6é de T. tengcongensis, I75F de T.
tengcongensis, L144F-His6 de T. tengcongensis, L144F de T.
tengcongensis, 2 H-NOX F142Y de L. pneumophilia, 1 H-NOX do
tipo selvagem de L. pneumophilia, 2 H-NOX do tipo selvagem
de L. pneumophilia, 2 F9W-F142Y de L. pneumophilia, H-NOX
do tipo selvagem de D. desulfuricans, H-NOX (728-899) de D.
desulfuricans, H-NOX Y139L de D. desulfuricans, Bl H-NOX do
tipo selvagem de H. sapiens, B1 I145Y de H. sapiens, [B1(1-

385) de H. sapiens, P1(1-385) Il145Y de H. sapiens, f1(1-

°
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385) I145H de H. sapiens, P1(1-194) de H. sapiens, P1l(1-
194) I145Y de H. sapiens, B1(1-194) L9W-I145Y de H.
sapiens, p2(1-217) de H. sapiens, B2(1-217) TI142Y de H.
sapiens, Bl H-NOX H105G de H. sapiens, 31 H-NOX H10S5F de H.
sapiens, Pl H-NOX do tipo selvagem de R. norvegicus, P1(1l-
385) de R. norvegicus, B1(1-385) I145Y de R. norvegicus,
B1(1-385) I145H de R. norvegicus, B1(1-194) de R.
norvegicus, B1(1-194) 1I145Y de R. norvegicus, B1(1-194)
LO9W-I145Y de R. norvegicus, pB2(1-217) de R. norvegicus,
B2(1-217) 1I142Y de R. norvegicus, 1 H-NOX H105G de R.
norvegicus, B1 H-NOX H105F de R. norvegicus, Cb H-NOX(1-
175), Cb H-NOX(1-186), H-NOX do tipo selvagem de C.
acetobutylicum, H-NOX(1-197) de C. acetobutylicum, H-NOX(1l-
183) de C. acetobutylicum, GCY-35 H-NOX do tipo selvagem de
C. elegans, H-NOX GCY-35(1-252) de C. elegans, (1 H-NOX do
tipo selvagem de D. melanogaster, CG14885-PA do tipo
selvagem de D. melanogaster, CGl14886 do tipo selvagem de D.
melanogaster, CG4154 do tipo selvagem de D. melanogaster;
H-NOX do tipo selvagem de N. punctiforme, H-NOX do tipo
selvagem de C. crescentus, H-NOX do tipo selvagem de S.
oneidensis, H-NOX do tipo selvagem de M. musculus, H-NOX do
tipo selvagem de C. familiaris, H-NOX do tipo selvagem de
B. taurus, R. norvegicus do tipo selvagem; H-NOX do tipo
selvagem de X. laevis, H-NOX do tipo selvagem de O.
latipes, H-NOX do tipo selvagem de O. curivatus, H-NOX do
tipo selvagem de F. rubripes, H-NOX do tipo selvagem de A.
gambiae, H-NOX do tipo selvagem de M. sexta; gcy-31 do tipo
selvagem de C. elegans, gcy-32 de C. elegans, gcy-33 do
tipo selvagem de C. elegans, gcy-34 do tipo selvagem de C.

elegans, gcy-35 do tipo selvagem de C. elegans, gcy-36 do
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tipo selvagem de C. elegans, gcy-37 do tipo selvagem de C.
elegans; H-NOX do tipo selvagem de V. cholera, H-NOX do
tipo selvagem de V. fischerii e H-NOX do tipo selvagem de
N. punctiforme.

16. Composigdo farmacéutica, de acordo com qualquer
uma das reivindicac¢des 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11,

12, 13, 14 ou 15, caracterizada pelo fato de que a proteina

H-NOX é uma proteina de mamifero ou €& derivada de uma
proteina de mamifero.
17. Composigao farmacé&utica, de acordo com a

reivindicacdo 16, caracterizada pelo fato de que a proteina

H-NOX é uma proteina humana ou & derivada de uma proteina
humana.
18. Composigéao farmacéutica, de acordo com a

reivindicacdo 17, caracterizada pelo fato de que a proteina

humana & Bl ou é derivada de B1.
19. Composig¢do farmacéutica, de acordo com qualquer
uma das reivindicacgdes 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11,

12, 13, 14 ou 15, caracterizada pelo fato de que a proteina

H-NOX ¢é uma proteina bacteriana ou €& derivada ‘de uma
proteina bacteriana.
20. Composigao farmacéutica, de acordo com a

reivindicag¢do 19, caracterizada pelo fato de que a proteina

H-NOX é& uma proteina de T. tengcongensis ou €& derivada de
uma proteina de T. tengcongensis.

21. Composigdo farmacéutica, de acordo com dqualquer
uma das reivindicac¢des 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11,

12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 ou 20, caracterizada pelo

~

fato de que o oxigénio esta ligado & proteina H-NOX.

22. Composigdo farmacéutica, de acordo com dqualquer
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uma das reivindicag¢des 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11,

12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 ou 21, caracterizada por

compreender um ou mais lipossomos ou nanoparticulas que
compreendem a proteina H-NOX.

23. Composigdo farmacéutica, de acordo com qualquer
uma das reivindicag¢des 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11,

12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 ou 22, caracterizada

pelo fato de que a proteina H-NOX é uma proteina H-NOX
mutante de qualquer uma das reivindicag¢des 279-397.

24 . Composigdo farmacéutica, caracterizada por

compreender: (i) uma quantidade farmaceuticamente aceitavel
de uma proteina H-NOX, em que a constante de dissociagdo de
O, da proteina H-NOX & entre cerca de 1 nM e cerca de 1 mM
a 20°C, e em gque a reatividade de NO da proteina H-NOX & de
menos do que cerca de 700 s ' a 20°C, e (ii) um veiculo
farmaceuticamente aceitéavel.

25. Composigao farmacéutica, de acordo com a

reivindicagao 24, caracterizada pelo fato de que a

constante de dissocia¢3o de O, da proteina H-NOX €& entre
cerca de 2 nM e cerca de 50 uM a 20°C.
26. Composigdo farmacéutica, de acordo com a

reivindicagdo 25, caracterizada pelo fato de que a

constante de dissociacdo de O, da proteina H-NOX €& entre
cerca de 50 nM e cerca de 10 uM a 20°C.
27. Composigao farmacéutica, de acordo com a

reivindicagao 25, caracterizada pelo fato de que a

constante de dissociac¢3o de O, da proteina H-NOX €& entre
cerca de 20 nM e 2 uyM a 20°C.
28. Composig¢do farmacéutica, de acordo com qualquer

uma das reivindicag¢des 24, 25, 26 ou 27, caracterizada pelo
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=

fato de que a reatividade de NO da proteina H-NOX & pelo
menos 10 vezes menor do que aquela da hemoglobina.
29. Composigao farmacéutica, de acordo com a

reivindicagdo 28, caracterizada pelo fato de que a

reatividade de NO da proteina H-NOX & pelo menos 100 vezes

menor do que aquela da hemoglobina.

30. Composigao farmacéutica, de acordo com a

reivindicagao 29, caracterizada pelo fato de que a

reatividade de NO da proteina H-NOX é pelo menos 1.000
vezes menor do que aquela da hemoglobina.

31. Composig¢do farmacéutica, de acordo com qualquer
uma das reivindicag¢des 24, 25, 26, 27, 28, 29 ou 30,

caracterizada pelo fato de que a reatividade de NO da

proteina H-NOX & menor do que cerca de 1,0 s™t.

32. Composigdo farmacéutica, de acordo com qualquer
uma das reivindicag¢des 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30 ou 31,

caracterizada pelo fato de que a kog para oxigénio da

1

e cerca de 16,0 s

proteina H-NOX & entre cerca de 1,0 s
a 20°cC.

33. Composigdo farmacéutica, de acordo com qualquer
uma das reivindicag¢des 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31 ou

32, caracterizada pelo fato de que a ko para oxigénio da

proteina &€ menor ou igual a cerca de 0,65 s™' a 20°C.
34. Composigdao farmacéutica, de acordo com a

reivindicag¢do 33, caracterizada pelo fato de que a koss para

oxigénio da proteina H-NOX é entre cerca de 0,21 s' e

cerca de 0,65 s ' a 20°cC.
35. Composig¢do farmacéutica, de acordo com qualquer
uma das reivindicag¢des 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32,

33 ou 34, caracterizada pelo fato de que a taxa de auto-
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oxidacdo de heme da proteina H-NOX & de menos do que cerca
de 1 h™* a 37°C.

36. Composigdo farmacéutica, de acordo com qualquer
uma das reivindicac¢des 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32,

33, 34 ou 35, caracterizada pelo fato de que a constante de

dissociagdo de O, da proteina H-NOX & entre cerca de 20 nM
e 2 UM a 20°C, e em que a Kkosr para oxigénio da proteina H-

1 e cerca de 16,0 st a 20°cC.

NOX & entre cerca de 1,0 s
37. Composi¢do farmacéutica, de acordo com gqualquer
uma das reivindicacdes 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32,

33, 34, 35 ou 36, caracterizada pelo fato de que a

=

constante de dissociagd3o de 0O, da proteina H-NOX & entre
cerca de 20 nM e 2 uM a 20°C, e em que a taxa de auto-
oxidagdo de heme da proteina H-NOX & de menos do que cerca
de 1 h™* a 37°C.

38. Composicdo farmacéutica, de acordo com qualquer

uma das reivindicacdes 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32,

33, 34, 35, 36 ou 37, caracterizada pelo fato de que a

constante de dissociacdo de O, da proteina H-NOX €& entre
cerca de 20 nM e 2 uM a 20°C, e em gque a reatividade de NO
da proterina H-NOX é de menos do qﬁe cerca de 700 s! a
20°C.

39. Composigdo farmacéutica, de acordo com qualquer

uma das reivindicacgdes 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32,

33, 34, 35, 36, 37 ou 38, caracterizada pelo fato de que a

1

-

kots pPara oxigénio da proteina H-NOX é entre cerca de 1,0 s
e cerca de 16,0 s' a 20°C, e em gque a taxa de auto-
oxidacdo de heme da proteina X & de menos do que cerca de 1
h™* a 37°cC.

40. Composigdo farmacéutica, de acordo com qualquer
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uma das reivindicag¢des 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32,

33, 34, 35, 36, 37, 38 ou 39, caracterizada pelo fato de

P

que a kofs para oxigénio da proteina H-NOX €& entre cerca de

1

1,0 s' e cerca de 16,0 s™' a 20°C, e em que a reatividade

de NO da proteina H-NOX & de menos do que cerca de 700 st
a 20°cC.
41. Composig¢do farmacéutica, de acordo com qualquer

uma das reivindicac¢des 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32,

33, 34, 35, 36, 37, 38, 39 ou 40, caracterizada pelo fato

P

de que a taxa de auto-oxidagdo de heme da proteina H-NOX é
de menos do que cerca de 1 h* a 37°C, e em que a
reatividade de NO da proteina H-NOX é& de menos do que cerca
de 700 s™' a 20°cC.

42. Composigdo farmacéutica, de acordo com qualquer
uma das reivindicacdes 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32,

33, 234, 35, 36, 37, 38, 39, 40 ou 41, caracterizada pelo

fato de que heme esta ligada a proteina H-NOX.
43. Composigdo farmacéutica, de acordo com dqualquer
uma das reivindicac¢des 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32,

33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41 ou 42, caracterizada

pelo fato de que a proteina H-NOX & uma proteina mutante.
44 . Composigdo farmacéutica, de acordo com a

reivindicagdo 43, caracterizada pelo fato de que a proteilna

H-NOX compreende pelo menos uma mutagdo da bolsa distal.
45. Composigdo farmacéutica, de acordo com dqualquer

uma das reivindicac¢des 43 ou 44, caracterizada pelo fato de

que a proteina H-NOX compreende pelo menos uma mutagao que
ndo esta na bolsa distal.
46. Composigdo farmacéutica, de acordo com qualquer

uma das reivindicag¢des 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32,
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33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44 ou 45,

caracterizada pelo fato de que a proteina H-NOX compreende

pelo menos uma mutagdo gque altera a constante de
dissociagdo de 0O,, a ko para oxigénio, a taxa de auto-
oxidacdo de heme e/ou a estabilidade do NO, comparadas com
as de uma proteina do tipo selvagem correspondente.

47. Composig¢dao farmacéutica, de acordo com qualquer
uma das reivindicac¢des 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32,
33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45 ou 46,

caracterizada pelo fato de que a proteina H-NOX compreende

pelo menos uma mutag¢do que altera a reatividade de NO,
comparada com a de uma proteina do tipo selvagem
correspondente.

48. Composigdo farmacéutica, de acordo com qualquer
uma das reivindicac¢des 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32,
33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46 ou

47, caracterizada pelo fato de que a proteina H-NOX & uma

selecionada do grupo que consiste em H-NOX do tipo selvagem
de T. tengcongensis, H-NOX I5A de T. tengcongensis, H-NOX
I5L de T. tengcongensis, H-NOX I5L-P115A de T.
tengcongensis, H-NOX WO9F de T. tengcongensis, H-NOX W9F-
Y140L de T. tengcongensis, H-NOX WO9F-Y140H de T.
tengcongensis, H-NOX W9F-N74A de T. tengcongensis, H-NOX
W9Y de T. tengcongensis, H-NOX WON de T. tengcongensis, H-
NOX W9H de T. tengcongensis, H-NOX N74E de T.
tengcongensis, H-NOX N74A de T. tengcongensis, H-NOX N74H
de T. tengcongensis, H-NOX N74A-Y140H de T. tengcongensis,
H-NOX F78Y-Y140F de T. tengcongensis, H-NOX F78Y/Y140L de
T. tengcongensis, H-NOX P115A de T. tengcongensis, H-NOX

R135Q de T. tengcongensis, H-NOX Y140F de T. tengcongensis,
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H-NOX Y40L de T. tengcongensis, H-NOX Y140H de T.
tengcongensis, H-NOX Y140A de T. tengcongensis, I75F-Hisé6
de T. tengcongensis, I1I75F de T. tengcongensis, L144F-Hise6
de T. tengcongensis, L144F de T. tengcongensis, 2 H-NOX
F142Y de L. pneumophilia, 1 H-NOX do tipo selvagem de L.
pneumophilia, 2 H-NOX do tipo selvagem de L. pneumophilia,
2 F9W-F142Y de L. pneumophilia, H-NOX do tipo selvagem de
D. desulfuricans, H-NOX(728-899) de D. desulfuricans, H-NOX
Y139L de D. desulfuricans, Bl H-NOX do tipo selvagem de H.
sapiens, Pl I140Y de H. sapiens, Pl I145Y de H. sapiens,
B1(1-385) de H. sapiens, B1(1-385)I145Y de H. sapiens,
B1(1-385) Il45H de H. sapiens, fB1(1-194) de H. sapiens,
B1(1-194) I145Y de H. sapiens, f1(1-194) LOW-I145Y de H.
sapiens, PB2(1-217) de H. sapiens, p2(1-217) I142Y de H.
sapiens, P1 H-NOX H105G de H. sapiens, Pl H-NOX H105F de H.
sapiens, Pl H-NOX do tipo selvagem de R. norvegicus, P1(1-
385) de R. norvegicus, B1(1-385) I145Y de R. norvegicus,
B1(1-385) I145H de R. norvegicus, B1(1-194) de R.
norvegicus, f1(1-194) TI145Y de R. norvegicus, B1(1-194)
L9W-I145Y de R. norvegicus, P2(1-217) de R. norvegicus,
B2(1-217) I142Y de R. norvegicus, B1 H-NOX H105G de R.
norvegicus, Pl H-NOX H10S5F de R. norvegicus, Cb H-NOX(1-
175), Cb H-NOX(1-186), H-NOX do tipo selvagem de C.
acetobutylicum, H-NOX(1-197) de C. acetobutylicum, H-NOX(1-
183) de C. acetobutylicum, GCY-35 H-NOX do tipo selvagem de
C. elegans, H-NOX GCY-35(1-252) de C. elegans, B1 H-NOX do
tipo selvagem de D. melanogaster, CG14885-PA do tipo
selvagem de D. melanogaster, CG14886 do tipo selvagem de D.
melanogaster, CG4154 do tipo selvagem de D. melanogaster;

H-NOX do tipo selvagem de N. punctiforme, H-NOX do tipo
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selvagem de C. crescentus, H-NOX do tipo selvagem de S.
oneidensis, H-NOX do tipo selvagem de M. musculus, H-NOX do
tipo selvagem de C. familiaris, H-NOX do tipo selvagem de
B. taurus, R. norvegicus do tipo selvagem; H-NOX do tipo
selvagem de X. laevis, H-NOX do tipo selvagem de O.
latipes, H-NOX do tipo selvagem de O. curivatus, H-NOX do
tipo selvagem de F. rubripes, H-NOX do tipo selvagem de A.
gambiae, H-NOX do tipo selvagem de M. sexta; gcy-31 do tipo
selvagem de C. elegans, gcy-32 de C. elegans, gcy-33 do
tipo selvagem de C. elegans, gcy-34 do tipo selvagem de C.
elegans, gcy-35 do tipo selvagem de C. elegans, gcy-36 do
tipo selvagem de C. elegans, gcy-37 do tipo selvagem de C.
elegans; H-NOX do tipo selvagem de V. cholera, H-NOX do
tipo selvagem de V. fischerii e H-NOX do tipo selvagem de
N. punctiforme.

49. Composigdo farmacéutica, de acordo com qualquer
uma das reivindicag¢des 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32,
33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47

P

ou 48, caracterizada pelo fato de gque a proteina H-NOX é&

uma proteina de mamifero ou é derivada de uma proteina de
mamifero.
50. Composigéao farmacéutica, de acordo com a

reivindicac¢do 49, caracterizada pelo fato de que a proteina

H-NOX é uma proteina humana ou é derivada de uma proteina
humana.
51. Composigao farmacéutica, de acordo com a

reivindicac¢do 50, caracterizada pelo fato de que a proteina

humana & 1 ou é derivada de B1.
52. Composig¢do farmacéutica, de acordo com gqualquer

uma das reivindicag¢des 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32,
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33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47

P

ou 48, caracterizada pelo fato de que a proteina H-NOX é&

uma proteina bacteriana ou é derivada de uma proteina
bacteriana.
53. Composigao farmacéutica, de acordo com a

reivindicacdo 52, caracterizada pelo fato de que a proteina

H-NOX é uma proteina de T. tengcongensis ou €& derivada de
uma proteina de T. tengcongensis.

54. Composig¢do farmacéutica, de acordo com qualquer
uma das reivindicacdes 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32,
33, 24, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47,

48, 49, 50, 51, 52 ou 53, caracterizada pelo fato de que o

oxigénio estd ligado.a proteina H-NOX.

55. Composicdo farmacéutica, de acordo com dqualquer
uma das reivindicac¢des 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32,
33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47,

48, 49, 50, 51, 52, 53 ou 54, caracterizada por compreender

um ou mais lipossomos ou nanoparticulas que compreendem a
proteina H-NOX.

56. Composigdo farmacéutica, de acordo com gqualquer
uma das reivindicac¢des 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32,
33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47,

48, 49, 50, 51, 52, 53, 54 ou 55, caracterizada pelo fato

de que a proteina H-NOX é uma proteina H-NOX mutante de
gqualquer uma das reivindicagdes 279-397.

57. Composigao farmacéutica, caracterizada por

compreender: (i) uma quantidade farmaceuticamente aceitavel
de uma proteina H-NOX, em que a constante de dissociagdo de
0O, da proteina H-NOX é entre cerca de 1 nM e cerca de 1 mM

P

a 20°C, e em que a reatividade de NO da proteina H-NOX €& de
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menos do que cerca de 700 s' a 20°C, e em que a proteina
H-NOX nd3o é H-NOX Y140H de T. tengcongensis, e (ii) um
veiculo farmaceuticamente aceitéavel.

58. Composigdo farmacéutica, de acordo com a

reivindicagdo 57, caracterizada pelo fato de que a proteina

H-NOX ndo é Pl I140Y de H. sapiens.
59. Composigdo farmacéutica, de acordo com gualquer

uma das reivindicacg¢des 57 ou 58, caracterizada pelo fato de

-

que a constante de dissociagdo de O, da proteina H-NOX &
entre cerca de 2 nM e cerca de 50 uM a 20°C.
60. Composigao farmacéutica, de acordo com a

reivindicag¢do 59, caracterizada pelo fato de que a

constante de dissociacg3o de O, da proteina H-NOX €& entre
cerca de 50 nM e cerca de 10 puM a 20°C.
61. Composigéao farmacéutica, de acordo com a

reivindicag¢do 59, caracterizada pelo fato de que a

constante de dissociag3o de O, da proteina H-NOX €& entre
cerca de 20 nM e 2 pyM a 20°C.
62. Composicdo farmacéutica, de acordo com qualquer

uma das reivindicac¢des 57, 58, 59, 60 ou 61, caracterizada

-

pelo fato de que a reatividade de NO da proteina H-NOX &
pelo menos 10 vezes menor do que aquela da hemoglobina.
63. Composigao farmacéutica, de acordo com a

reivindicagdo 62, caracterizada pelo fato de que a

-

reatividade de NO da proteina H-NOX & pelo menos 100 vezes
menor do que aquela da hemoglobina.
64 . Composigdo farmacéutica, de acordo com a

reivindicagdo 63, caracterizada pelo fato de que a

reatividade de NO da proteina H-NOX é pelo menos 1.000

vezes menor do que aquela da hemoglobina.
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65. Composigdo farmacéutica, de acordo com qualquer
uma das reivindicag¢des 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63 ou 64,

caracterizada pelo fato de que a reatividade de NO da

proteina H-NOX & de menos do que cerca de 1,0 st.

66. Composicdo farmacéutica, de acordo com qualquer
uma das reivindica¢des 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64 ou

65, caracterizada pelo fato de que a koer para oxigénio da

1 1

-

proteina H-NOX é entre cerca de 1,0 s e cerca de 16,0 s
a 20¢°cC.

67. Composigdo farmacéutica, de acordo com qualquer
uma das reivindica¢des 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65

ou 66, caracterizada pelo fato de que a koge para oxigénio

da proteina H-NOX & menor ou igual a cerca de 0,65 st a

20¢°C.
68. Composigédo farmacéutica, de acordo com a

reivindicacdo 67, caracterizada pelo fato de que a ko para

oxigénio da proteina H-NOX é entre cerca de 0,21 st e

cerca de 0,65 s ' a 20°C.
69. Composigdo farmacéutica, de acordo com qualqguer
uma das reivindicacdes 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65,

66, 67 ou 68, caracterizada pelo fato de que a taxa de

auto-oxidacdo de heme da proteina H-NOX & de menos do que
cerca de 1 h™* a 37°cC.

70. Composigdo farmacéutica, de acordo com qualquer
uma das reivindicag¢des 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65,

66, 67, 68 ou 69, caracterizada pelo fato de que a

constante de dissociacd3o de 0O, da proteina H-NOX €& entre

cerca de 20 nM e 2 pM a 20°C, e em que a Koe s para oxigénio

1

da proteina H-NOX & entre cerca de 1,0 s~ e cerca de 16,0

s a 20°cC.
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71. Composigdo farmacéutica, de acordo com qualquer
uma das reivindicac¢des 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65,

66, 67, 68, 69 ou 70, caracterizada pelo fato de que a

constante de dissocia¢do de O, da proteina H-NOX €& entre
cerca de 20 nM e 2 uM a 20°C, e em que a taxa de auto-
oxidacdo de heme da proteina H-NOX & de menos do que cerca
de 1 h™'t a 37°cC.

72. Composigdo farmacéutica, de acordo com qualquer
uma das reivindicag¢des 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65,

66, 67, 68, 69, 70 ou 71, caracterizada pelo fato de que a

constante de dissociagdo de 0O, da proteina H-NOX é entre
cerca de 20 nM e 2 UM a 20°C, e em que a reatividade de NO

da proteina H-NOX é de menos do que cerca de 700 st a

20¢°C.
73. Composicdo farmacéutica, de acordo com qualquer
uma das reivindicac¢des 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65,

66, 67, 68, 69, 70, 71 ou 72, caracterizada pelo fato de

que a kosr para oxigénio da proteina H-NOX é entre cerca de
1,0 s* e cerca de 16,0 s ! a 20°C, e em que a taxa de auto-
oxidagdo de heme da proteina H-NOX & de menos do que cerca
de 1 h™* a 37°cC.

74. Composigdo farmacéutica, de acordo com gualquer
uma das reivindicac¢des 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65,

66, 67, 68, 69, 70, 71, 72 ou 73, caracterizada pelo fato

de que a koff para oxigénio da proteina H-NOX & entre cerca

de 1,0 s' e cerca de 16,0 s' a 20°C, e em gue a

reatividade de NO da proteina H-NOX & de menos do que cerca
de 700 s™* a 20°C.
75. Composigdo farmacéutica, de acordo com qualquer

uma das reivindicag¢des 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65,
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66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73 ou 74, caracterizada pelo

fato de que a taxa de auto-oxidagdo de heme da proteina H-
NOX é de menos do que cerca de 1 h™' a 37°C, e em que a
reatividade de NO da proteina H-NOX & de menos do que cerca
de 700 s™* a 20°C.

76. Composigdo farmacéutica, de acordo com qualquer

uma das reivindicac¢des 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65,

66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74 ou 75, caracterizada

pelo fato de que heme estd ligada & proteina H-NOX.
77. Composigdo farmacéutica, de acordo com gqualquer
uma das reivindicag¢des 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65,

66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75 ou 76, caracterizada

pelo fato de que a proteina H-NOX & uma proteina mutante.
78. Composigdo farmacéutica, de acordo com a

reivindicagdo 77, caracterizada pelo fato de que a proteina

H-NOX compreende pelo menos uma mutagdo da bolsa distal.
79. Composigdo farmacéutica, de acordo com qualquer

uma das reivindicag¢des 77 ou 78, caracterizada pelo fato de

que a proteina H-NOX compreende pelo menos uma mutagdo que
nido esta na bolsa distal.

80. Composig¢do farmacéutica, de acordo com qualquer
uma das reivindicac¢des 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65,
66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78 ou 79,

caracterizada pelo fato de que a proteina H-NOX compreende

pelo menos uma muta¢do que altera a constante de
dissociagdo de O0,, a ko para oxigénio, a taxa de auto-
oxidag¢do de heme e/ou a estabilidade do NO, comparadas com
as da proteina do tipo selvagem correspondente.

81. Composigdo farmacéutica, de acordo com qualquer

uma das reivindicac¢des 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65,
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66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79 ou

80, caracterizada pelo fato de que a proteina H-NOX

compreende pelo menos uma mutagdo que altera a reatividade
de NO, comparada com aquela da proteina do tipo selvagem
correspondente.

82. Composigdo farmacéutica, de acordo com qualquer
uma das reivindicag¢des 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65,
66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80

ou 81, caracterizada pelo fato de que a proteina H-NOX é

uma selecionada do grupo gque consiste em H-NOX do tipo
selvagem de T. tengcongensis, H-NOX I5Aa de T.
tengcongensis, H-NOX I5L de T. tengcongensis, H-NOX ISL-
P115A de T. tengcongensis, H-NOX W9F de T. tengcongensis,
H-NOX W9F-Y140L de T. tenéééngensis, H-NOX WO9F-Y140H de T.
tengcongensis, H-NOX W9F-N74A de T. tengcongensis, H-NOX
W9Y de T. tengc¢ongensis, H-NOX WON de T. tengcongensis, H-
NOX W9H de T. tengcongensis, H-NOX N74E de T.
tengcongensis, H-NOX N74A de T. tengcongensis, H-NOX N74H
de T. tengcongensis, H-NOX N74A-Y140H de T. tengcongensis,
H-NOX F78Y;Y14OF de T. tengcongensis, H-NOX F78Y/Y140L de
T. tengcongensis, H-NOX P115A de T. tengcongensis, H-NOX
R135Q de T. tengcongensis, H-NOX Y140F de T. tengcongensis,
H-NOX Y40L de T. tengcongensis, H-NOX Y140A de T.
tengcongensis, I175F-His6é de T. tengcongensis, I75F de T.
tengcongensis, L144F-His6 de T. tengcongensis, L144F de T.
tengcongensis, 2 H-NOX F142Y de L. pneumophilia, 1 H-NOX do
tipo selvagem de L. pneumophilia, 2 H-NOX do tipo selvagem
de L. pneumophilia, 2 F9W-F142Y de L. pneumophilia, H-NOX
do tipo selvagem de D. desulfuricans, H-NOX(728-899) de D.

desulfuricans, H-NOX Y139L de D. desulfuricans, 1 H-NOX do
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tipo selvagem de H. sapiens, Bl I145Y de H. sapiens, P1(1-
385) de H. sapiens, P1(1-385) I145Y de H. sapiens, B1(1-
385) I145H de H. sapiens, PB1(1-194) de H. sapiens, Pl(1-
194) TI145Y de H. sapiens, P1(1-194) L9W-I145Y de H.
sapiens, PB2(1-217) de H. sapiens, p2(1-217) I142Y de H.
sapiens, P1 H-NOX H105G de H. sapiens, 1 H-NOX H105F de H.
sapiens, Bl H-NOX do tipo selvagem de R. norvegicus, B1(1-
385) de R. norvegicus, p1(1-385) Il145Y de R. norvegicus,
B1(1-385) I145H de R. norvegicus, B1(1-194) de R.
norvegicus, f1(1-194) 1I145Y de R. norvegicus, p1(1-194)
LO9W-I145Y de R. norvegicus, B2(1-217) de R. norvegicus,
B2(1-217) 1I142Y de R. norvegicus, B1 H-NOX H105G de R.
norvegicus, Bl H-NOX H105F de R. norvegicus, Cb H-NOX(1l-
175), Cb H-NOX(1-186), H-NOX do tipo selvagem de C.
acetobutylicum, H-NOX(1-197) de C. acetobutylicum, H-NOX(1l-
183) de C. acetobutylicum, GCY-35 H-NOX do tipo selvagem de
C. elegans, H-NOX GCY-35(1-252) de C. elegans, 1 H-NOX do
tipo selvagem de D. melanogaster, CG14885-PA do tipo
selvagem de D. melanogaster, CG14886 do tipo selvagem de D.
melanogaster, CG4154 do tipo selvagem de D. melanogaster;
H-NOX do tipo selvagem de N. punctiforme, H-NOX do tipo
selvagem de C. crescentus, H-NOX do tipo selvagem de S.
oneidensis, H-NOX do tipo selvagem de M. musculus, H-NOX do
tipo selvagem de C. familiaris, H-NOX do tipo selvagem de
B. taurus, R. norvegicus do¢ tipo selvagem; H-NOX do tipo
selvagem de X. laevis, H-NOX do tipo selvagem de O.
latipes, H-NOX do tipo selvagem de O. curivatus, H-NOX do
tipo selvagem de F. rubripes, H-NOX do tipo selvagem de A.
gambiae, H-NOX do tipo selvagem de M. sexta; gcy-31 do tipo

selvagem de C. elegans, gcy-32 de (C. elegans, gcy-33 do
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tipo selvagem de C. elegans, dgcy-34 do tipo selvagem de C.
elegans, gcy-35 do tipo selvagem de C. elegans, gcy-36 do
tipo selvagem de C. elegans, gcy-37 do tipo selvagem de C.
elegans; H-NOX do tipo selvagem de V. cholera, H-NOX do
tipo selvagem de V. fischerii e H-NOX do tipo selvagem de
N. punctiforme.

83. Composigdo farmacéutica, de acordo com dqualquer
uma das reivindicag¢des 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65,
66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80,

-

81 ou 82, caracterizada pelo fato de que a proteina H-NOX é

uma proteina de mamifero ou & derivada de uma proteina de

mamifero.

84 . Composigdo farmacéutica, de acordo com a

reivindicagdo 83, caracterizada pelo fato de que a proteina

H-NOX é uma proteina humana ou é derivada de uma proteina
humana.
85. Composigao farmacéutica, de acordo com a

reivindicacdo 84, caracterizada pelo fato de que a proteina

humana é Bl ou é derivada de B1.

86. Composigdo farmacéutica, de acordo com qualquer
uma das reivindicag¢des 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65,
66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80,

P

81 ou 82, caracterizada pelo fato de que a proteina H-NOX é&

uma proteina bacteriana ou & derivada de uma proteina
bacteriana.
87. Composigdao farmacéutica, de acordo com a

reivindicagd3o 86, caracterizada pelo fato de que a proteina

H-NOX é uma proteina de T. tengcongensis ou €& derivada de
uma proteina de T. tengcongensis.

88. Composigdo farmacéutica, de acordo com dqualquer
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uma das reivindicag¢des 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65,
66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80,

81, 82, 83, 84, 85, 86 ou 87, caracterizada pelo fato de

que o oxigénio esta ligado & proteina H-NOX.

89. Composigdo farmacéutica, de acordo com gqualquer
uma das reivindicag¢des 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65,
66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80,

81, 82, 83, 84, 85, 86, 87 ou 88, caracterizada por

compreender um ou mais lipossomos ou nanoparticulas que
compreendem a proteina H-NOX.

90. Composigdo farmacéutica, de acordo com qualquer
uma das reivindicag¢des 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65,
66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80,

81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88 ou 89, caracterizada pelo

fato de que a proteina H-NOX & uma proteina H-NOX mutante
de qualquer uma das reivindicag¢des 279-397.
91. Método de liberacdo de oxigénio a um individuo,

caracterizado por <compreender a administragdao a um

individuo que dela necessita de uma proteina H-NOX em uma
quantidade suficiente para liberar uma quantidade eficaz de
oxigénio ao individuo, em que a constante de dissociagdo de
O, da proteina H-NOX estd dentro de 2 ordens de magnitude
daquela da hemoglobina, e em que a reatividade de NO da
proteina H-NOX é pelo menos 10 vezes menor do que aquela da
hemoglobina.

92. Método, de acordo com a reivindicagado 91,

caracterizado pelo fato de que a constante de dissociagdo

-

de O, da proteina H-NOX é entre cerca de 100 nM e cerca de
255 nM a 20°C.

93. Método, de acordo com a reivindicagdo 91,
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caracterizado pelo fato de que a constante de dissociagdo

-

de 0, da proteina H-NOX & de menos do que cerca de 80 nM a
20°C.
94 . Método, de acordo com a reivindicagdao 93,

caracterizado pelo fato de que a constante de dissociacgdo

-

de O, da proteina H-NOX & entre cerca de 20 nM e cerca de
75 nM a 20°C.
95. Método, de acordo com qualquer uma das

reivindica¢des 91, 92, 93 ou 94, caracterizado pelo fato de

-

gue a reatividade de NO da proteina H-NOX & pelo menos 100
vezes menor do que aquela da hemoglobina.
96. Método, de acordo com a reivindicag¢ao 95,

caracterizado pelo fato de que a reatividade de NO da

-

proteina H-NOX & pelo menos 1.000 vezes menor do que aquela
da hemoglobina.
97. Método, de acordo com qualquer uma das

reivindicag¢des 91, 92, 93, 94, 95 ou 96, caracterizado pelo

fato de que a kogr para oxigénio da proteina H-NOX € menor
ou igual a cerca de 0,65 s ' a 20°C.
98. Método, de acordo com a reivindicagao 97,

caracterizado pelo fato de que a ko para oxigénio da

1 1

proteina H-NOX é entre cerca de 0,21 s~ e cerca de 0,65 s~
a 20¢°cC.
99. Método, de acordo com qualquer uma das

reivindicag¢des 91, 92, 93, 94, 95 ou 96, caracterizado pelo

P

fato de que a kosr para oxigénio da proteina H-NOX & entre

1 e cerca de 2,9 s a 20°cC.

cerca de 1,35 s~
100. Método, de acordo com gqualquer uma das
reivindica¢des 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 ou 99,

caracterizado pelo fato de que a proteina H-NOX & estavel a
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4°C no ar.
101. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicag¢des 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 ou 100,

caracterizado pelo fato de que a proteina H-NOX €& uma

proteina H-NOX do tipo selvagem.
102. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindica¢des 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 ou 100,

caracterizado pelo fato de que a proteina H-NOX €& uma

proteina mutante.
103. Método, de acordo com a reivindicag¢do 102,

caracterizado pelo fato de que a proteina H-NOX compreende

pelo menos uma mutagao da bolsa distal.
104. Método, de acordo com qualquer uma das

reivindicag¢des 102 ou 103, caracterizado pelo fato de que a

proteina H-NOX compreende pelo menos uma mutagdo que nédo
estda na bolsa distal.

105. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindica¢des 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100,

101, 102, 103 ou 104, caracterizado pelo fato de que a

proteina H-NOX compreende pelo menos uma mutagdo que altera
a constante de dissociagdo de 0,, a kosr para oxigénio, a
taxa de auto-oxidac¢do de heme e/ou a reatividade de NO,
comparadas com aquelas .da proteina do tipo selvagem
correspondente.

106. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindica¢des 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100,

101, 102, 103, 104 ou 105, caracterizado pelo fato de que a

proteina H-NOX é uma selecionada do grupo que consiste em
H-NOX do tipo selvagem de T. tengcongensis, H-NOX I5A de T.

tengcongensis, H-NOX I5L de T. tengcongensis, H-NOX IS5L-
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P115A de T. tengcongensis, H-NOX W9F de T. tengcongensis,
H-NOX W9F-Y140L de T. tengcongensis, H-NOX W9F-Y140H de T.
tengcongensis, H-NOX W9F-N74A de T. tengcongensis, H-NOX
W9Y de T. tengcongensis, H-NOX WIN de T. tengcongensis, H-
NOX W9H de T. tengcongensis, H-NOX N74E de T.
tengcongensis, H-NOX N74A de T. tengcongensis, H-NOX N74H
de T. tengcongensis, H-NOX N74A-Y140H de T. tengcongensis,
H-NOX F78Y-Y140F de T. tengcongensis, H-NOX F78Y/Y140L de
T. tengcongensis, H-NOX P115A de T. tengcongensis, H-NOX
R135Q de T. tengcongensis, H-NOX Y140F de T. tengcongensis,
H-NOX Y40L de T. tengcongensis, H-NOX Y140A de T.
tengcongensis, I7S5F-His6 de T. tengcongensis, I75F de T.
tengcoﬁgensis, L144F-His6 de T. tengcongensis, L144F de T.
tengcongensis, 2 H-NOX F142Y de L. pneumophilia, 1 H-NOX do
tipo selvagem de L. pneumophilia, 2 H-NOX do tipo selvagem
de L. pneumophilia, 2 F9W-F142Y de L. pneumophilia, H-NOX
do tipo selvagem de D. desulfuricans, H-NOX(728-899) de D.
desulfuricans, H-NOX Y139L de D. desulfuricans, B1 H-NOX do
tipo selvagem de H. sapiens, Pl I145Y de H. sapiens, P1(1-
385) de H. sapiens, P1(1-385) I145Y de H. sapiens, p1l(1-
3185) I145H de H. sapiens, P1(1-194) de H. sapiens, P1(1-
194) I145Y de H. sapiens, B1(1-194) L9W-I145Y de H.
sapiens, P2(1-217) de H. sapiens, f2(1-217) I142Y de H.
sapiens, Pl H-NOX I-1105G de H. sapiens, 1 H-NOX H105F de
H. sapiens, Pl H-NOX do tipo selvagem de R. norvegicus,
B1(1-385) de R. norvegicus, B1(1-385) I145Y de R.
norvegicus, P1(1-385) I145H de R. norvegicus, P1(1-194) de
R. norvegicus, P1(1-194) I145Y de R. norvegicus, B1(1-194)
L9W-I145Y de R. norvegicus, PB2(1-217) de R. norvegicus,

B2(1-217) I142Y de R. norvegicus, 1 H-NOX H105G de R.
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norvegicus, 1 H-NOX H105F de R. norvegicus, Cb H-NOX(1-
175), Cb H-NOX(1-186), H-NOX do tipo selvagem de C.
acetobutylicum, H-NOX(1-197) de C. acetobutylicum, H-NOX(1-
183) de C. acetobutylicum, GCY-35 H-NOX do tipo selvagem de
C. elegans, H-NOX GCY-35(1-252) de C. elegans, B1 H-NOX do
tipo selvagem de D. melanogaster, CG14885-PA do tipo
selvagem de D. melanogaster, CG14886 do tipo selvagem de D.
melanogaster, CG4154 do tipo selvagem de D. melanogaster;
H-NOX do tipo selvagem de N. punctiforme, H-NOX do tipo
selvagem de C. crescentus, H-NOX do tipo selvagem de S.
oneidensis, H-NOX do tipo selvagem de M. musculus, H-NOX do
tipo selvagem de C. familiaris, H-NOX do tipo selvagem de
B. taurus, R. norvegicus do tipo selvagem; H-NOX do tipo
selvagem de X. laevis, H-NOX do tipo selvagem de O.
latipes, H-NOX do tipo selvagem de O. curivatus, H-NOX do
tipo selvagem de F. rubripes, H-NOX do tipo selvagem de A.
gambiae, H-NOX do tipo selvagem de M. sexta; gcy-31 do tipo
selvagem de C. elegans, dcy-32 de C. elegans, gcy-33 do
tipo selvagem de C. elegans, gcy-34 do tipo selvagem de C.
elegans, gcy-35 do tipo selvagem de C. elegans, gcy-36 do
tipo selvagem de C. elegans, gcy-37 do tipo selvagem de C.
elegans; H-NOX do tipo selvagem de V. cholera, H-NOX do
tipo selvagem de V. fischerii e H-NOX do tipo selvagem de
N. punctiforme.

107. Método, de acordo com qgualquer uma das
reivindica¢des 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100,

101, 102, 103, 104, 105 ou 106, caracterizado pelo fato de

=

que a proteina H-NOX é uma proteina de mamifero ou &
derivada de uma proteina de mamifero.

108. Método, de acordo com a reivindicacao 107,
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caracterizado pelo fato de que a proteina H-NOX & uma

proteina humana ou é derivada de uma proteina humana.
109. Método, de acordo com a reivindicagdo 108,

caracterizado pelo fato de que a proteina humana & Bl ou é

derivada de fB1.
110. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindica¢des 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100,

101, 102, 103, 104, 105 ou 106, caracterizado pelo fato de

P

gque a proteina H-NOX é uma proteina bacteriana ou &
derivada de uma proteina bacteriana.
111. Método, de acordo com a reivindicagao 110,

caracterizado pelo fato de que a proteina H-NOX €& uma

proteina de T. tengcongensis ou & derivada de uma proteina
de T. tengcongensis.

112. Método, de acordo com gualquer uma das
reivindica¢des 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100,
101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110 ou 111,

=

caracterizado pelo fato de que a proteina H-NOX &

administrada no sangue do individuo.

113. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicag¢des 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100,
101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111 ou

112, caracterizado pelo fato de que o individuo €& um ser

humano.

114. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicag¢des 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100,
101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111, 112

ou 113, caracterizado pelo fato de que o individuo sofre ou

estda em risco de apresentar uma perda sanglinea.

115. Método, de acordo com qualquer uma das
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reivindica¢des 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100,
101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111, 112,

113 ou 114, caracterizado pelo fato de que a proteina H-NOX

é administrada ao individuo pelo menos duas vezes.

116. Método, de acordo com gqualquer uma das
reivindicacdes 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100,
i01, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111, 112,

113, 114 ou 115, caracterizado pelo fato de que a proteina

H-NOX é uma proteina H-NOX mutante de qualquer uma das
reivindicag¢des 279-397.
117. Método de 1liberacdo de oxigénio a um individuo,

caracterizado por compreender a administragdo a um

individuo que dela necessita de uma proteina H-NOX em uma
quantidade suficiente para liberar uma quantidade eficaz de
oxigénio ao individuo, em que a constante de dissociagdo de

P

O, da proteina H-NOX é entre cerca de 1 nM e cerca de 1 mM
a 20°C, e em que a reatividade de NO da proteina H-NOX & de
menos do que cerca de 700 s!' a 20°C.

118. Método, de acordo com a reivindicacgdao 117,

caracterizado pelo fato de que a constante de dissociagdo

-

de O, da proteina H-NOX & entre cerca de 2 nM e cerca de 50
UM a 20°cC.
119. Método, de acordo com a reivindicagdo 118,

caracterizado pelo fato de que a constante de dissociagdo

de 0O, da proteina H-NOX é entre cerca de 50 nM e cerca de
10 pyM a 20°C.
120. Método, de acordo com a reivindicagdo 118,

caracterizado pelo fato de que a constante de dissociagao

de 0O, da proteina H-NOX é entre cerca de 20 nM e 2 puM a

20°C.
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121. Método, de acordo com qualquer uma das

reivindica¢des 117, 118, 119 ou 120, caracterizado pelo

fato de que a reatividade de NO da proteina H-NOX & pelo
menos 10 vezes menor do que aquela da hemoglobina.
122. Método, de acordo com a reivindicagdo 121,

caracterizado pelo fato de que a reatividade de NO da

-

proteina H-NOX é pelo menos 100 vezes menor do que aquela
da hemoglobina.
123. Método, de acordo com a reivindicac¢ado 122,

caracterizado pelo fato de que a reatividade de NO da

proteina H-NOX é pelo menos 1.000 vezes menor do que aquela
da hemoglobina.

124. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicag¢des 117, 118, 119, 120, 121, 122 ou 123,

caracterizado pelo fato de que a reatividade de NO da

proteina H-NOX & de menos do que cerca de 1,0 st.

125. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicag¢des 117, 118, 119, 120, 121, 122 ou 123,

caracterizado pelo fato de gque a ko para oxigénio da

1 1

proteina H-NOX & entre cerca de 1,0 s~ e cerca de 16,0 s
a 20¢°cC.

126. Método, de acordo com dgualquer uma das
reivindica¢des 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124 ou

125, caracterizado pelo fato de que a kqes para oxigénio da

=

proteina H-NOX & menor ou igual a cerca de 0,65 st a 20°C.
127. Método, de acordo com a reivindicagdo 126,

caracterizado pelo fato de que a ko para oxigénio da

1 1

proteina H-NOX é entre cerca de 0,21 s~ e cerca de 0,65 s
a 20¢°cC.

128. Método, de acordo com qualquer uma das
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reivindica¢des 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124, 125,

126 ou 127, caracterizado pelo fato de que a taxa de auto-

oxida¢do de heme da proteina H-NOX & de menos do que cerca
de 1 h™* 37e°cC.

129. Método, de acordo com gqualquer uma das
reivindica¢des 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124, 125,

126, 127 ou 128, caracterizado pelo fato de que a constante

de dissociacdo de 0O, da proteina H-NOX é entre cerca de 20
nM e 2 puM a 20°C, e em que a kKoes para oxigénio da proteina

H-NOX & entre cerca de 1,0 s

e cerca de 16,0 s' a 20°C.
130. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicag¢des 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124, 125,

126, 127, 128 ou 129, caracterizado pelo fato de que a

constante de dissociac¢d3o de 0O, da proteina H-NOX é entre
cerca de 20 nM e 2 UM a 20°C, e em que a taxa de auto-
oxidacdc de heme da proteina H-NOX & de menos do que cerca
de 1 h™* a 37°cC.

131. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindica¢des 117, 118, 119, 120, 121, 1i22, 123, 124, 125,

126, 127, 128, 129 ou 130, caracterizado pelo fato de que a

constante de dissociagd3o de 0O, da proteina H-NOX é entre
cerca de 20 nM e 2 uM a 20°C, e em que a reatividade de NO
da proteina H-NOX é de menos do que cerca de 700 st a
20°C.

132. Método, de acordo com qualquer uma das

reivindica¢des 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124, 125,

126, 127, 128, 129, 130 ou 131, caracterizado pelo fato de

que a korsf para oxigénio da proteina H-NOX & entre cerca de

1

1,0 s e cerca de 16,0 s ' a 20°C, eAem gque a taxa de auto-

oxidacdo de heme da proteina H-NOX & de menos do que cerca
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de 1 h™* a 37°C.
133. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindica¢des 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124, 125,

126, 127, 128, 129, 130, 131 ou 132, caracterizado pelo

fato de que a korr para oxigénio da proteina H-NOX €& entre

1

cerca de 1,0 s e cerca de 16,0 sl a 20°C, e em que a

reatividade de NO da proteina H-NOX & de menos do que cerca
de 700 s™' a 20°C.
134. Método, de acordo com qualquer uma das

reivindicag¢des 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124, 125,

126, 127, 128, 129, 130, 131, 132 ou 133, caracterizado

pelo fato de que a taxa de auto-oxidagdo de heme da
proteina H-NOX & de menos do que cerca de 1 h' a 37°C, e
em que a reatividade de NO da proteina H-NOX & de menos do
que cerca de 700 s™' a 20°C.

135. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicag¢des 117, 118, 1i9, 120, 121, 122, 123, 124, 125,
126, 127, 128, 129, 130, 131, 132, 133 ou 134,

caracterizado pelo fato de que heme estd ligada a proteina

H-NOX.

136. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindica¢des 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124, 125,
126, 127, 128, 129, 130, 131, 132, 133, 134 ou 135,

caracterizado pelo fato de que a proteina H-NOX €& uma

proteina mutante.
137. Método, de acordo com a reivindicagdo 136,

caracterizado pelo fato de que a proteina H-NOX compreende

pelo menos uma mutagdo da bolsa distal.
138. Método, de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 135 ou 136, caracterizado pelo fato de que a
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proteina H-NOX compreende pelo menos uma mutagdo gque nao
estd na bolsa distal.

139. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindica¢des 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124, 125,
126, 127, 128, 129, 130, 131, 132, 133, 134, 135, 136, 137

ou 138, caracterizado pelo fato de que a proteina H-NOX

compreende pelo menos uma mutagdo que altera a constante de
dissociagcdo de O0,, a kofr para oxigénio, a taxa de auto-
oxidagdo de heme, reatividade de NO e/ou a estabilidade do
NO, comparadas com as de uma proteina do tipo selvagem
correspondente.

140. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindica¢des 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124, 125,
126, 127, 128, 129, 130, 131, 132, 133, 134, 135, 136, 137,

138 ou 139, caracterizado pelo fato de que a proteina H-NOX

é uma selecionada do grupo que consiste em H-NOX do tipo
selvagem de T. tengcongensis, H-NOX I5A de T.
tengcongensis, H-NOX I5L de T. tengcongensis, H-NOX I5L-
P115A de T. tengcongensis, H-NOX W9F de T. tengcongensis,
H-NOX W9F-Y140L de T. tengcongensis, H-NOX W9F-Y140H de T.
tengcongensis, H-NOX W9F-N74A de T. tengcongensis, H-NOX
W9Y de T. tengcongensis, H-NOX WO9N de T. tengcongensis, H-
NOX W9H de T. tengcongensis, H-NOX N74E de T.
tengcongensis, H-NOX N74A de T. tengcongensis, H-NOX N74H
de T. tengcongensis, H-NOX N74A-Y140H de T. tengcongensis,
H-NOX F78Y-Y140F de T. tengcongensis, H-NOX F78Y/Y140L de
T. tengcongensis, H-NOX P115A de T. tengcongensis, H-NOX
R135Q de T. tengcongensis, H-NOX Y140F de T. tengcongensis,
H-NOX Y40L de T. tengcongensis, H-NOX Y140H de T.

tengcongensis, H-NOX Y140A de T. tengcongensis, 175F-Hisé
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de T. tengcongensis, I75F de T. tengcongensis, L144F-Hisé6
de T. tengcongensis, L144F de T. tengcongensis, 2 H-NOX
F142Y de L. pneumophilia, 1 H-NOX do tipo selvagem de L.
pneumophilia, 2 H-NOX do tipo selvagem de L. pneumophilia,
2 F9W-F142Y de L. pneumophilia, H-NOX do tipo selvagem de
D. desulfuricans, H-NOX(728-899) de D. desulfuricans, H-NOX
Y139L de D. desulfuricans, Pl H-NOX do tipo selvagem de H.
sapiens, 1 I140Y de H. sapiens, 1 I145Y de H. sapiens,
B1(1-385) de H. sapiens, p1(1-385) I145Y de H. sapiens,
B1(1-385) Il45H de H. sapiens, P1(1-194) de H. sapiens,
f1(1-194) 1I145Y de H. sapiens, 1(1-194) LOW-I145Y de H.
sapiens, B2(1-217) de H. sapiens, p2(1-217) I142Y de H.
sapiens, PB1 H-NOX H105G de H. sapiens, (1 H-NOX H105F de H.
sapiens, P1 H-NOX do tipo selvagem de R. norvegicus, B1(1-
385) de R. norvegicus, p1(1-385) I145Y de R. norvegicus,
B1(1-385) I145H de R. norvegicus, B1(1-194) de R.
norvegicus, f1(1-194) I145Y de R. norvegicus, B1(1-194)
L9W-I145Y de R. norvegicus, PB2(1-217) de R. norvegicus,
B2(1-217) 1I142Y de R. norvegicus, f1 H-NOX H105G de R.
norvegicus, 1 H-NOX H105F de R. norvegicus, Cb H-NOX(1l-
175), Cb H-NOX(1-186), H-NOX do tipo selvagem de C.
acetobutylicum, H-NOX(1-197) de C. acetobutylicum, H-NOX(1l-
183) de C. acetobutylicum, GCY-35 H-NOX do tipo selvagem de
C. elegans, H-NOX GCY-35(1-252) de C. elegans, Bl H-NOX do
tipo selvagem de D. melanogaster, CG14885-PA do tipo
selvagem de D. melanogaster, CGl14886 do tipo selvagem de D.
melanogaster, CG4154 do tipo selvagem de D. melanogaster;
H-NOX do tipo selvagem de N. punctiforme, H-NOX do tipo
selvagem de C. crescentus, H-NOX do tipo selvagem de S.

oneidensis, H-NOX do tipo selvagem de M. musculus, H-NOX do
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tipo selvagem de C. familiaris, H-NOX do tipo selvagem de
B. taurus, R. norvegicus do tipo selvagem; H-NOX do tipo
selvagem de X. laevis, H-140X do tipo selvagem de O.
latipes, H-NOX do tipo selvagem de O. curivatus, H-NOX do
tipo selvagem de F. rubripes, H-NOX do tipo selvagem de A.
gambiae, H-NOX do tipo selvagem de M. sexta; gcy-31 do tipo
selvagem de C. elegans, dgcy-32 de C. elegans, gcy-33 do
tipo selvagem de C. elegans, dgcy-34 do tipo selvagem de C.
elegans, gcy-35 do tipo selvagem de C. elegans, gcy-36do
tipo selvagem de C. elegans, gcy-37 do tipo selvagem de C.
elegans; H-NOX do tipo selvagem de V. cholera, H-NOX do
tipo selvagem de V. fischerii e H-NOX do tipo selvagem de
N._punctiforme.

141. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicag¢des 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124, 125,
126, 127, 128, 129, 130, 131, 132, 133, 134, 135, 136, 137,

138, 139 ou 140, caracterizado pelo fato de que a proteina

H-NOX é uma proteina de mamifero ou é derivada de uma
proteina de mamifero.
142. Método, de acordo com a reivindicagdao 141,

caracterizado pelo fato de que a proteina H-NOX €& uma

proteina humana ou é derivada de uma proteina humana.
143. Método, de acordo com a reivindicagcao 142,

caracterizado pelo fato de que a proteina humana é 1 ou é

derivada de B1.

144. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindica¢des 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124, 125,
i26, 127, 128, 129, 130, 131, 132, 133, 134, 135, 136, 137,

138, 139, 140, 141, 142 ou 143, caracterizado pelo fato de

que a proteina H-NOX é uma proteina bacteriana ou &
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derivada de uma proteina bacteriana.
145. Método, de acordo com a reivindicag¢dao 144,

caracterizado pelo fato de que a proteina H-NOX €& uma

proteina de T. tengcongensis ou é derivada de uma proteina
de T. tengcongensis.

146. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicag¢des 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124, 125,
126, 127, 128, 129, 130, 131, 132, 133, 134, 135, 136, 137,

138, 139, 140, 141, 142, 143, 144 ou 145, caracterizado

pelo fato de que o oxigénio estd ligado a proteina H-NOX,
antes da administra¢do da proteina H-NOX ao individuo.

147. Método, de acordo com qualgquer uma das
reivindica¢des 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124, 125,
126, 127, 128, 129, 130, 131, 132, 133, 134, 135, 136, 137,

138, 139, 140, 141, 142, 143, 144 ou 145, caracterizado

pelo fato de que o oxigénio ndo estad ligado a proteina H-
NOX, antes da administragdo da proteina H-NOX ao individuo,
e em que a proteina H-NOX transporta oxigénio de uma
localiza¢do no individuo para outra localizag¢do no
individuo.

148. Método, de acordo com gqualquer uma das
reivindica¢des 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124, 125,
126, 127, 128, 129, 130, 131, 132, 133, 134, 135, 136, 137,
138, 139, 140, 141, 142, 143, 144, 145, 146 ou 147,

P

caracterizado pelo fato de gque a proteina H-NOX ¢&

administrada no sangue, em um tecido hipdéxico ou em um
6rgdo hipdéxico do individuo.

149. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindica¢des 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124, 125,

126, 127, 128, 129, 130, 131, 132, 133, 134, 135, 136, 137,
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138, 139, 140, 141, 142, 143, 144, 145, 146, 147 ou 148,

caracterizado pelo fato de que o individuo & um ser humano.

150. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindica¢des 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124, 125,
126, 127, 128, 129, 130, 131, 132, 133, 134, 135, 136, 137,
138, 139, 140, 141, 142, 143, 144, 145, 146, 147, 148 ou

149, caracterizado pelo fato de que o individuo sofre ou

estd em risco de apresentar uma doenga cardiovascular,
choque hemorragico, hemodiluigdo ou uma perda sanguinea.
151. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicag¢des 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124, 125,
126, 127, 128, 129, 130, 131, 132, 133, 134, 135, 136, 137,
138, 139, 140, 141, 142, 143, 144, 145, 146, 147, 148, 149

-

ou 150, caracterizado pelo fato de que a proteina H-NOX é

administrada ao individuo pelo menos duas vezes.

152. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindica¢des 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124, 125,
126, 127, 128, 129, 130, 131, 132, 133, 134, 135, 136, 137,
138, 139’,140, 141, 142, 143, 144, 145, 146, 147, 148, 149,

150 ou 151, caracterizado pelo fato de que a proteina H-NOX

€ uma proteina H-NOX mutante de qualquer uma das
reivindicagdes 279-397.
153. Método de liberag¢do de oxigénio a um individuo,

caracterizado  por compreender a administragdo a um

individuo que dela necessita de uma proteina H-NOX em uma
gquantidade suficiente para liberar uma quantidade eficaz de
oxigénio ao individuo, em que a constante de dissociagdo de
O, da proteina H-NOX é entre cerca de 1 nM e cerca de 1 mM

a 20°C, e em que a reatividade de NO da proteina H-NOX & de

menos do que cerca de 700 s' a 20°C, e em que a proteina
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H-NOX nd3o é H-NOX Y140H de T. tengcongensis.
154. Método, de acordo com a reivindicagdo 153,

caracterizado pelo fato de que a proteina H-NOX ndo é f1

I140Y de H. sapiens.
155. Método, de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 153 ou 154, caracterizado pelo fato de que a

P

constante de dissociagdo de 0O, da proteina H-NOX é entre
cerca de 2 nM e cerca de 50 uM a 20°C.
156. Método, de acordo com a reivindicacdo 155,

caracterizado pelo fato de que a constante de dissociagdo

de O, da proteina H-NOX & entre cerca de 50 nM e cerca de
10 UM a 20°C.
157. Método, de acordo com a reivindicag¢dao 155,

caracterizado pelo fato de que a constante de dissociagdo

de 0O, da proteina H-NOX €& entre cérca de 20 nM e 2 uM a
20°cC.
158. Método, de acordo com qualquer uma das

reivindicag¢des 153, 154, 155, 156 ou 157, caracterizado

P

pelo fato de que a reatividade de NO da proteina H-NOX é
pelo menos 10 vezes menor do que aquela da hemoglobina.
159. Método, de acordo com a reivindicagdo 158,

caracterizado pelo fato de que a reatividade de NO da

proteina H-NOX é pelo menos 100 vezes menor do gque adguela
da hemoglobina.
160. Método, de acordo com a reivindicag¢ao 159,

caracterizado pelo fato de que a reatividade de NO da

proteina H-NOX &€ pelo menos 1.000 vezes menor do que agquela
da hemoglobina.
161. Método, de acordo com qualquer uma das

reivindicag¢des 153, 154, 155, 156, 157, 158, 159 ou 160,
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caracterizado pelo fato de que a reatividade de NO da

proteina H-NOX & de menos do que cerca de 1,0 st.

162. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicag¢des 153, 154, 155, 156, 157, 158, 159, 160 ou

161, caracterizado pelo fato de que a ko s para oxigénio da

= 1 1

proteina H-NOX & entre cerca de 1,0 s~ e cerca de 16,0 s’
a 20°cC.

163. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicac¢des 153, 154, 155, 156, 157, 158, 159, 160 ou

161, caracterizado pelo fato de que a kosr para oxigénio da

proteina H-NOX & menor ou igual a cerca de 0,65 s' a 20°cC.
164. Método, de acordo com a reivindicagdo 163,

caracterizado pelo fato de que a kosr para oxigénio da

1 1

proteina H-NOX é entre cerca de 0,21 s~ e cerca de 0,65 s’
a 20°cC.

165. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicag¢des 153, 154, 155, 156, 157, 158, 159, 160, 161,

162, 163 ou 164, caracterizado pelo fato de que a taxa de

auto-oxidagdo de heme da proteina H-NOX & de menos do que
cerca de 1 h™* a 37°cC.

166. Método, de acordo com gqualquer uma das
reivindica¢des 153, 154, 155, 156, 157, 158, 159, 160, 161,

162, 163, 164 ou 165, caracterizado pelo fato de que a

P

constante de dissociagdo de O, da proteina H-NOX & entre

cerca de 20 nM e 2 uM a 20°C, e em que a kosr para oxigénio

1

-

da proteina H-NOX & entre cerca de 1,0 s~ e cerca de 16,0
st a 20°C.

167. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicag¢des 153, 154, 155, 156, 157, 158, 159, 160, 161,

162, 163, 164, 165 ou 166, caracterizado pelo fato de que a
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constante de dissociagdo de 0O, da proteina H-NOX é entre
cerca de 20 nM e 2 UM a 20°C, e em que a taxa de auto-
oxidacdo de heme da proteina H-NOX & de menos do que cerca
de 1 h™* a 37°cC.

168. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicag¢des 153, 154, 155, 156, 157, 158, 159, 160, 161,

162, 163, 164, 165, 166 ou 167, caracterizado pelo fato de

-

que a constante de dissociagdo de O, da proteina H-NOX &
entre cerca de 20 nM e 2 uyM a 20°C, e em que a reatividade
de NO da proteina H-NOX & de menos do que cerca de 700 st
a 20°cC.

169. Método, de acordo com qualquer uma das

reivindicag¢des 153, 154, 155, 156, 157, 158, 159, 160, 161,

162, 163, 164, 165, 166, 167 ou 168, caracterizado pelo

fato de que a kosr para oxigénio da proteina H-NOX €& entre
cerca de 1,0 s ! e cerca de 16,0 s a 20°C, e em que a taxa
de auto-oxidagdo de heme da proteina H-NOX & de menos do
que cerca de 1 h™' a 37°C.

170. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicag¢des 153, 154, 155, 156, 157, 158, 159, 160, 161,

162, 163, 164, 165, 166, 167, 168 ou 169, caracterizado

P

pelo fato de que a ko para oxigénio da proteina H-NOX é

1 e cerca de 16,0 s' a 20°C, e em que

entre cerca de 1,0 s~
a reatividade de NO da proteina H-NOX & de menos do que
cerca de 700 s™!' a 20°C.

171. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicag¢des 153, 154, 155, 156, 157, 158, 159, 160, 161,
le62, 163, 164, 165, 166, 167, 168, 169 ou 170,

caracterizado pelo fato de que a taxa de auto-oxidagdo de

heme da proteina H-NOX é& de menos do que cerca de 1 h™'
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-

37°C, e em que a reatividade de NO da proteina H-NOX & de
menos do que cerca de 700 s ' a 20°C.

172. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicag¢des 153, 154, 155, 156, 157, 158, 159, 160, 161,
l62, 163, 164, 165, 166, 1le7, 168, 169, 170 ou 171,

caracterizado pelo fato de que heme estd ligada a proteina

H-NOX.

173. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindica¢des 153, 154, 155, 156, 157, 158, 159, 160, 161,
162, 163, 164{ 165, 166, 167, 168, 169, 170, 171 ou 172,

caracterizado pelo fato de que a proteina H-NOX €& uma

proteina mutante.
174. Método, de acordo com a reivindicagdo 173,

caracterizado pelo fato de que a proteina H-NOX compreende

pelo menos uma mutag¢do da bolsa distal.
175. Método, de acordo com qualquer uma das

reivindicag¢des 173 ou 174, caracterizado pelo fato de que a

proteina H-NOX compreende peld menos uma mutagdo que nao
estd na bolsa distal.

176. Método, de acordo com dgualquer uma das
reivindica¢des 153, 154, 155, 156, 157, 158, 159, 160, 161,
162, 163, 164, 165, 166, 167, 168, 169, 170, 171, 172, 173,

174 ou 175, caracterizado pelo fato de que a proteina H-NOX

compreende pelo menos uma mutagdo que altera a constante de
dissociagdo de O,, a kosr para oxigénio, a taxa de auto-
oxidacdo de heme e/ou a estabilidade do NO, comparadas com
aquelas da proteina do tipo selvagem correspondente.

177. Método, de acordo com qgualquer uma das
reivindicag¢des 153, 154, 155, 156, 157, 158, 159, 160, 161,

162, 163, 164, 165, 166, 167, 168, 169, 170, 171, 172, 173,
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174, 175 ou 176, caracterizado pelo fato de que a proteina

H-NOX compreende pelo menos uma mutagdo dque altera a
reatividade de NO, comparada com aquela da proteina do tipo
selvagem correspondente.

178. Método, de acordo com dqualquer uma das
reivindicag¢des 153, 154, 155, 156, 157, 158, 159, 160, 161,
162, 163, 164, 165, 166, 167, 168, 169, 170, 171, 172, 173,

174, 175, 176 ou 177, caracterizado pelo fato de que a

proteina H-NOX é uma selecionada do grupo que consiste em
H-NOX do tipo selvagem de T. tengcongensis, H-NOX I5A de T.
tengcongensis, H-NOX I5L de T. tengcongensis, H-NOX ISL-
P115A de T. tengcongensis, H-NOX W9F de T. tengcongensis,
H-NOX WO9F-Y140L de T. tengcongensis, H-NOX W9F-YI40H de T.
tengcongensis, H-NOX W9F-N74A de T. tengcongensis, H-NOX
W9Y de T. tengcongensis, H-NOX WI9N de T. tengcongensis, H-
NOX WOH de T. tengcongensis, H-NOX N74E de T.
tengcongensis, H-NOX N74A de T. tengcongensis, H-NOX N74H
de T. tengcongensis, H-NOX N74A-Y140H de T. tengcongensis,
H-NOX F78Y-Y140F de T. tengcongensis, H-NOX F78Y/Y140L de
T. tengcongensis, H-NOX P115A de T. tengcongensis, H-NOX
R135Q de T. tengcongensis, H-NOX Y140F de T. tengcongensis,
H-NOX Y40L de T. tengcongensis, H-NOX Y140A de T.
tengcongensis, I175F-His6é de T. tengcongensis, I75F de T.
tengcongensis, L144F-His6é de T. tengcongensis, L144F de T.
tengcongensis, 2 H-NOX F142Y de L. pneumophilia, 1 H-NOX do
tipo selvagem de L. pneumophilia, 2 H-NOX do tipo selvagem
de L. pneumophilia, 2 F9W-F142Y de L. pneumophilia, H-NOX
do tipo selvagem de D. desulfuricans, H-NOX(728-899) de D.
desulfuricans, H-NOX Y139L de D. desulfuricans, 1 H-NOX do

tipo selvagem de H. sapiens, Bl I145Y de H. sapiens, P1(1-
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385) de H. sapiens, PB1(1-385) I145Y de H. sapiens, P1l(1l-
385) I145H de H. sapiens, P1(1-194) de H. sapiens, P1l(1-
194) TI145Y de H. sapiens, p1(1-194) ©L9W-I145Y de H.
sapiens, fB2(1-217) de H. sapiens, [p2(1-217) I142Y de H.
sapiens, Pl H-NOX H105G de H. sapiens, Bl H-NOX H105F de H.
sapiens, Bl H-NOX do tipo selvagem de R. norvegicus, P1l(1-
385) de R. norvegicus, f1(1-385) I145Y de R. norvegicus,
B1(1-385) I145H de R. norvegicus, B1(1-194) de R.
norvegicus, f1(1-194) 1I145Y de R. norvegicus, f1(1-194)
L9W-I145Y de R. norvegicus, B2(1-217) de R. norvegicus,
B2(1-217) I142Y de R. norvegicus, 1 H-NOX H105G de R.
norvegicus, Pl H-NOX H105F de R. norvegicus, Cb H-NOX(1l-
175), Cb H-NOX(1-186), H-NOX do tipo selvagem de C.
acetobutylicum, H-NOX(1-197) de C. acetobutylicum, H-NOX(1l-
183) de C. acetobutylicum, GCY-35 H-NOX do tipo selvagem de
C. elegans, H-NOX GCY-35(1-252) de C. elegans, 1 H-NOX do
tipo selvagem de D. melanogaster, CG14885-PA do tipo
selvagem de D. melanogaster, CG14886 do tipo selvagem de D.
melanogaster, CG4154 do tipo selvagem de D. melanogaster;
H-NOX do tipo selvagem de N. punctiforme, H-NOX do tipo
selvagem de C. crescentus, H-NOX do tipo selvagem de S.
oneidensis, H-NOX do tipo selvagem de M. musculus, H-NOX do
tipo selvagem de C. familiaris, H-NOX do tipo selvagem de
B. taurus, R. norvegicus do tipo selvagem; H-NOX do tipo
selvagem de X. laevis, H-NOX do tipo selvagem de O.
latipes, H-NOX do tipo selvagem de O. curivatus, H-NOX do
tipo selvagem de F. rubripes, H-NOX do tipo selvagem de A.
gambiae, H-NOX do tipo selvagem de M. sexta; gcy-31 do tipo
selvagem de C. elegans, gcy-32 de C. elegans, gcy-33 do

tipo selvagem de C. elegans, gcy-34 do tipo selvagem de C.
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elegans, dgcy-35 do tipo selvagem de C. elegans, dgcy-36 do
tipo selvagem de C. elegans, gcy-37 do tipo selvagem de C.
elegans; H-NOX do tipo selvagem de V. cholera, H-NOX do
tipo selvagem de V. fischerii e H-NOX do tipo selvagem de
N. punctiforme.

179. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindica¢des 153, 154, 155, 156, 157, 158, 159, 160, 161,
162, 163, 1le64, 165, 1le6, 167, 168, 169, 170, 171, 172, 173,

174, 175, 176, 177 ou 178, caracterizado pelo fato de que a

proteina H-NOX & uma proteina de mamifero ou é derivada de
uma proteina de mamifero.
180. Método, de acordo com a reivindicagao 179,

caracterizado pelo fato de que a proteina H-NOX & uma

proteina humana ou & derivada de uma proteina humana.
181. Método, de acordo com a reivindicagdo 180,

caracterizado pelo fato de que a proteina humana é 1 ou &

derivada de B1.

182. Método, de acordo com gqualquer uma das
reivindicag¢des 153, 154, 155, 156, 157, 158, 159, 160, 161,
162, 163, 164, 165, 166, 167, 168, 169, 170, 171, 172, 173,

174, 175, 176, 177 ou 178, caracterizado pelo fato de que a

proteina H-NOX é uma proteilina bacteriana ou é derivada de
uma proteina bacteriana.
183. Método, de acordo com a reivindicacgao 182,

caracterizado pelo fato de que a proteina H-NOX €& uma

proteina de T. tengcongensis ou &€ derivada de uma proteina
de T. tengcongensis.

184. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicag¢des 153, 154, 155, 156, 157, 158, 159, 160, 161,

162, 163, 164, 165, 166, 167, 168, 169, 170, 171, 172, 173,
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174, 175, 176, 177, 178, 179, 180, 181, 182 ou 183,

caracterizado pelo fato de que o oxigénio esta 1ligado a

proteina H-NOX, antes da administra¢do da proteina H-NOX ao
individuo.

185. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicag¢des 153, 154, 155, 156, 157, 158, 159, 160, 161,
162, 163, 164, 165, 166, 167, 168, 169, 170, 171, 172, 173,
174, 175, 176, i77, 178, 179, 180, 181, 182 ou 183,

caracterizado pelo fato de que o oxigénio ndo estd ligado a

proteina H-NOX, antes da administrag¢do da proteina H-NOX ao
individuo, em que a proteina H-NOX transporta oxigénio de
uma localizagdo no individuo para outra 1localizagdo no
individuo.

186. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicag¢des 153, 154, 155, 156, 157, 158, 159, 160, 161,
162, 163, 164, 165, 166, 167, 168, 169, 170, 171, 172, 173,
174, 175, 176, 177, 178, 179, 180, 181, 182, 183, 184 ou

P

185, caracterizado pelo fato de que a proteina H-NOX é

administrada no sangue, em um tecido hipdéxico ou um &rgdo
hipdéxico do individuo.

187. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindica¢des 153, 154, 155, 156, 157, 158, 159, 160, 161,
162, 163, 164, 165, 166, 167, 168, 169, 170, 171, 172, 173,
174, 175, 176, 177, 178, 179, 180, 181, 182, 183, 184, 185

ou 186, caracterizado pelo fato de que o individuo & um ser

humano.

188. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicag¢des 153, 154, 155, 156, 157, 158, 159, 160, 161,
162, 163, 164, 165, 166, 167, 168, 169, 170, 171, 172, 173,

174, 175, 176, 177, 178, 179, 180, 181, 182, 183, 184, 185,
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186 ou 187, caracterizado pelo fato de que o individuo

sofre ou esta em risco de apresentar uma doenga
cardiovascular, choque hemorragico, hemodiluigdo ou uma
perda sangliinea.

189. Método, de acordo com qualgquer uma das
reivindica¢des 153, 154, 155, 156, 157, 158, 159, 160, 161,
162, 163, 164, 165, 166, 167, 168, 169, 170, 171, 172, 173,
174, 175, 176, 177, 178, 179, 180, 181, 182, 183, 184, 185,

186, 187 ou 188, caracterizado pelo fato de que a proteina

H-NOX é administrada ao individuo pelo menos duas vezes.
190. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicag¢bes 153, 154, 155, 156, 157, 158, 159, 160, 161,
l62, 163, 164, 165, 166, 167, 168, 169, 170, 171, 172, 173,
174, 175, 176, 177, 178, 179, 180, 181, 182, 183, 184, 185,

186, 187, 188 ou 189, caracterizado pelo fato de que a

proteina H-NOX & uma proteina H-NOX mutante de qualguer uma
das reivindicag¢des 279-397.

191. Kit, caracterizado por compreender: (i) uma

quantidade farmaceuticamente aceitavel de uma proteina H-
NOX, em que a constante de dissociag¢do de O, da proteina H-
NOX estd dentro de 2 ordens de magnitude daquela da
hemoglobina, e em que a reatividade de NO da proteina H-NOX
é pelo menos 10 vezes menor do que aquela da hemoglobina, e
(ii) um veiculo farmaceuticamente aceitavel.

192. Kit, de acordo com a reivindicagao 191,

caracterizado pelo fato de que a constante de dissociag¢do

de O, da proteina H-NOX & entre cerca de 100 nM e cerca de
255 nM a 20°C.
193. Kit, de acordo com a reivindicag¢ao 191,

caracterizado pelo fato de gque a constante de dissociagado
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de O, da protéina H-NOX & de menos do que cerca de 80 nM a
20°C.
194. Kit, de acordo com a reivindicagao 193,

caracterizado pelo fato de que a constante de dissociagdo

-

de O, da proteina H-NOX & entre cerca de 20 nM e cerca de
75 nM a 20°C.
195. Kit, de acordo com qualquer uma das

reivindicag¢des 191, 192, 193, 194 ou 195, caracterizado

-

pelo fato de que a reatividade de NO da proteina H-NOX é
pelo menos 100 vezes menor do que aquela da hemoglobina.
196. Kit, de acordo com a reivindicagao 195,

caracterizado pelo fato de que a reatividade de NO da

proteina H-NOX é pelo menos 1.000 vezes menor do que aquela
da hemoglobina.

197. Kit, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 191, 192, 193, 194, 195 ou 196,

caracterizado pelo fato de que a kosr para oxigénio da

proteina H-NOX & menor ou igual a cerca de 0,65 s™' a 20°C.
198. Kit, de acordo com a reivindicagdao 197,

caracterizado pelo fato de que a ke s para oxigénio da

1 1

proteina H-NOX é entre cerca de 0,21 s~ e cerca de 0,65 s~

a 20°C.
199. Kit, de acordo com qualquer uma das
reivindicacgdes 191, 192, 193, 194, 195 ou 196,

caracterizado pelo fato de que a ko para oxigénio da

1 1

proteina H-NOX & entre cerca de 1,35 s~ e cerca de 2,9 s
a 20°cC.

200. Kit, de acordo com qualquer uma das
reivindicag¢des 191, 192, 193, 194, 195, 196, 197, 198 ou

P

199, caracterizado pelo fato de que a proteina H-NOX &
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estidvel a 4°C no ar.
201. Kit, de acordo com qualquer uma das
reivindicag¢des 191, 192, 193, 194, 195, 1%6, 197, 198, 199

P

ou 200, caracterizado pelo fato de que a proteina H-NOX é

uma proteina H-NOX do tipo selvagem.
202. Kit, de acoxrdo com qualquer uma das
reivindicag¢des 191, 192, 193, 194, 195, 196, 197, 198, 199

P

ou 200, caracterizado pelo fato de que a proteina H-NOX é

uma proteina mutante.
203. Kit, de acordo com a reivindicagao 202,

caracterizado pelo fato de que a proteina H-NOX compreende

pelo menos uma mutagdo da bolsa distal.
204. Kit, de acordo com qualquer uma das

reivindicag¢des 202 ou 203, caracterizado pelo fato de que a

proteina H-NOX compreende pelo menos uma mutagdo gue nédo
estd na bolsa distal.

205. Kit, de acordo com qualquer uma das
reivindica¢des 191, 192, 193, 194, 195, 196, 197, 198, 199,

200, 201, 202, 203 ou 204, caracterizado pelo fato de que a

proteina H-NOX. compreende pelo menos uma mutagdo que altera
a constante de dissociagdo de O0,, a koe para oxigénio, a
taxa de auto-oxidacdo de heme e/ou a reatividade de NO,
comparadas com aquelas da proteina do tipo selvagem
correspondente.

206. Kit, de acordo com qualquer uma das
reivindica¢des 191, 192, 193, 194, 195, 196, 197, 198, 199,

200, 201, 202, 203, 204 ou 205, caracterizado pelo fato de

=

que a proteina H-NOX é uma selecionada do grupo que
consiste em H-NOX do tipo selvagem de T. tengcongensis, H-

NOX IS5A de T. tengcongensis, H-NOX I5L de T. tengcongensis,
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H-NOX IS5L-P115A de T. tengcongensis, T. tengcongensis FI-
NOX W9F, H-NOX W9F-Y140L de T. tengcongensis, H-NOX W9F-
Y140H de T. tengcongensis, H-NOX WOF-N74A de T.
tengcongensis, H-NOX W9Y de T. tengcongensis, H-NOX W9N de
T. tengcongensis, H-NOX W9H de T. tengcongensis, H-NOX N74E
de T. tengcongensis, H-NOX N74A de T. tengcongensis, H-NOX
N74H de T. tengcongensis, H-NOX N74A-Y140H de T.
tengcongensis, H-NOX F78Y-Y140F de T. tengcongensis, H-NOX
F78Y/Y140L de T. tengcongensis, H-NOX P1l15A de T.
tengcongensis, H-NOX R135Q de T. tengcongensis, H-NOX Y140F
de T. tengcongensis, H-NOX Y40L de T. tengcongensis, H-NOX
Y140A de T. tengcongensis, I175F-His6é de T. tengcongensis,
I75F de T. tengcongensis, L144F-Hisé de T. tengcongensis,
L144F de T. tengcongensis, 2 H-NOX F142Y de L.
pneumophilia, 1 H-NOX do tipo selvagem de L. pneumophilia,
2 H-NOX do tipo selvagem de L. pneumophilia, 2 F9W-F142Y de
L. pneumophilia, H-NOX do tipo selvagem de D.
desulfuricans, H-NOX(728-899) de D. desulfuricans, H-NOX
Y139L de D. desulfuricans, Pl H-NOX do tipo selvagem de H.
sapiens, Bl I145Y de H. sapiens, B1(1-385) de H. sapiens,
B1(1-385) 1I145Y de H. sapiens, p1(1-385) TI145H de H.
sapiens, f1(1-194) de H. sapiens, f(1(1-194) TI145Y de H.
sapiens, P1(1-194) L9W-I145Y de H. sapiens, P2(1-217) de H.
sapiens, f2(1-217) Il142Y de H. sapiens, Bl H-NOX H105G de
H. sapiens, Bl H-NOX H105F de H. sapiens, Pl H-NOX do tipo
selvagem de R. norvegicus, B1(1-385) de R. norvegicus,
B1(1-385) I145Y de R. norvegicus, B1(1-385) Il145H de R.
norvegicus, P1(1-194) de R. norvegicus, B1(1-194) I145Y de
R. norvegicus, B1(1-194) LO9W-I145Y de R. norvegicus, p2(1-

217) de R. norvegicus, PB2(1-217) I1l42Y de R. norvegicus, 1
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H-NOX H1l05G de R. norvegicus, B1 H-NOX H105F de R.
norvegicus, Cb H-NOX(1-175), Cb H-NOX(1-186), H-NOX do tipo
selvagem de C. acetobutylicum, H-NOX (1-197) de C.
acetobutylicum, H-NOX(1-183) de C. acetobutylicum, GCY-35
H-NOX do tipo selvagem de C. elegans, H-NOX GCY-35(1-252)
de C. elegans, B1 H-NOX do tipo selvagem de D.
melanogaster, CG14885-PA do tipo selvagem de D.
melanogaster, CG14886 do tipo selvagem de D. melanogaster,
CG4154 do tipo selvagem de D. melanogaster; H-NOX do tipo
selvagem de N. punctiforme, H-NOX do tipo selvagem de C.
crescentus, H-NOX do tipo selvagem de S. oneidensis, H-NOX
do tipo selvagem de M. musculus, H-NOX do tipo selvagem de
C. familiaris, H-NOX do tipo selvagem de B. taurus, R.
norvegicus do tipo selvagem; H-NOX do tipo selvagem de X.
laevis, H-NOX do tipo selvagem de O. latipes, H-NOX do tipo
selvagem de O. curivatus, H-NOX do tipo selvagem de F.
rubripes, H-NOX do tipo selvagem de A. gambiae, H-NOX do
tipo selvagem de M. sexta; gcy-31 do tipo selvagem de C.
elegans, gcy-32 de C. elegans, dgcy-33 do tipo selvagem de
C. elegans, gcy-34 do tipo selvagem de C. elegans, gcy-35
do tipo selvagem de C. elegans, gcy-36 do tipo selvagem de
C. elegans, gcy-37 do tipo selvagem de C. elegans; H-NOX do
tipo selvagem de V. cholera, H-NOX do tipo selvagem de V.
fischerii e H-NOX do tipo selvagem de N. punctiforme.

207. Kit, de acordo com qualquer uma das
reivindicag¢des 191, 192, 193, 194, 195, 196, 197, 198, 199,

200, 201, 202, 203, 204, 205 ou 206, caracterizado pelo

fato de que a proteina H-NOX & uma proteina de mamifero ou
é derivada de uma proteina de mamifero.

208. Kit, de acordo com a reivindicacgao 207,
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caracterizado pelo fato de que a proteina H-NOX €& uma

proteina humana ou & derivada de uma proteina humana.

209. Kit, de acordo com a reivindicagao 208,

[

caracterizado pelo fato de que a proteina humana & f1 ou

derivada de B1.
210. Kit, de acordo com qualquer uma das
reivindica¢des 191, 192, 193, 194, 195, 196, 197, 198, 199,

200, 201, 202, 203, 204, 205 ou 206, caracterizado pelo

fato de que a proteina H-NOX & uma proteina bacteriana ou é
derivada de uma proteina bacteriana.
211. Kit, de acordo com a reivindicagao 210,

caracterizado pelo fato de que a proteina H-NOX €& uma

proteina de T. tengcongensis ou & derivada de uma proteina
de T. tengcongensis.

212. Kit, de acordo com qualquer uma das
reivindicag¢des 191, 192, 193, 194, 195, 1%6, 197, 198, 199,
200, 201, 202, 203, 204, 205, 206, 207, 208, 209, 210 ou

211, caracterizado pelo fato de que o oxigénio estd ligado

a4 proteina H-NOX.

213. Kit, de acordo com qualquer uma das
reivindicag¢des 191, 192, 193, 194, 195, 196, 197, 198, 199,
200, 201, 202, 203, 204, 205, 206, 207, 208, 209, 210, 211

-

ou 212, caracterizado pelo fato de que a proteina H-NOX &

uma proteina H-NOX mutante de qualquer uma das
reivindicag¢des 279-397.

214 . Kit, caracterizado por compreender (1) uma

proteina H-NOX, em que a constante de dissociagdo de O, da
proteina H-NOX é entre cerca de 1 nM e cerca de 1 mM a

20°C, e em que a reatividade de NO da proteina H-NOX & de

menos do que cerca de 700 s ' a 20°C, e (ii) instrugdes
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para utilizagdo do kit para liberar oxigénio a um
individuo.
215. Kit, de acordo com a reivindicagao 214,

caracterizado pelo fato de que a constante de dissociagao

de O, da proteina H-NOX & entre cerca de 2 nM e cerca de 50
HM a 20°C.
216. Kit, de acordo com a reivindicagao 215,

caracterizado pelo fato de que a constante de dissociagéo

de 0, da proteina H-NOX é entre cerca de 50 nM e cerca de
10 pM a 20°C.
217. Kit, de acordo com a reivindicagdo 214,

caracterizado pelo fato de que a constante de dissociagdo

de O, da proteina H-NOX & entre cerca de 20 nM e 2 uM a
20°C.
218. Kit, de acordo com qualquer uma das

reivindicag¢des 214, 215, 216 ou 217, caracterizado pelo

fato de que a reatividade de NO da proteina H-NOX €& pelo
menos 10 vezes menor do que aquela da hemoglobina.
219. Kit, de acordo com a reivindicag¢do 218,

caracterizado pelo fato de que a reatividade de NO da

proteina H-NOX é pelo menos 100 vezes menor do que aguela
da hemoglobina.
220. Kit, de acordo com a reivindicagdo 219,

caracterizado pelo fato de que a reatividade de NO da

proteina H-NOX & pelo menos 1.000 vezes menor do que aquela
da hemoglobina.

221. Kit, de acordo com  qualquer uma das
reivindicag¢des 214, 215, 216, 217, 218, 219 ou 220,

caracterizado pelo fato de que a reatividade de NO da

proteina H-NOX & de menos do que cerca de 1,0 s’'.



10

15

20

25

30

.51/89

222. Kit, de acordo com qualquer uma das
reivindicag¢des 214, 215, 216, 217, 218, 219, 220 ou 221,

caracterizado pelo fato de que a ko para oxigénio da

1

P

proteina H-NOX é entre cerca de 1,0 s e cerca de 16,0 s~
a 20°cC.

223. Kit, de acordo com qualquer uma das
reivindicag¢des 214, 215, 216, 217, 218, 219, 220, 221 ou

222, caracterizado pelo fato de que a kqer para oxigénio da

proteina H-NOX & menor ou igual a cerca de 0,65 st a 20°cC.
224. Kit, de acordo com a reivindicagdo 223,

caracterizado pelo fato de que a kgs para oxigénio da

= 1

proteina H-NOX & entre cerca de 0,21 s~ :

e cerca de 0,65 s’
a 20°cC.

225. Kit, de acordo com qualquer uma das
reivindicag¢des 214, 215, 216, 217, 218, 219, 220, 221, 222,

223 ou 224, caracterizado pelo fato de que a taxa de auto-

oxidagdo de heme da proteina H-NOX & de menos do que cerca
de 1 h* a 37°cC.

226. Kit, de acordo com qualquer uma das
reivindicag¢des 214, 215, 216, 217, 218, 219, 220, 221, 222,

223, 224 ou 225, caracterizado pelo fato de que a constante

de dissociacdo de 0, da proteina H-NOX & entre cerca de 20
nM e 2 UM a 20°C, e em que a Kofr para oxigénio da proteina

1 e cerca de 16,0 s ' a 20°cC.

H-NOX é entre cerca de 1,0 s’
227. Kit, de acordo com qualquer uma das
reivindica¢des 214, 215, 216, 217, 218, 219, 220, 221, 222,

223, 224, 225 ou 226, caracterizado pelo fato de que a

P

constante de dissociagdo de O, da proteina H-NOX €& entre
cerca de 20 nM e 2 uM a 20°C, e em que a taxa de auto-

oxidacgdo de heme da proteina H-NOX & de menos do que cerca
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de 1 h™* a 37°cC.
228. Kit, de acordo com qualquer uma das
reivindicag¢des 214, 215, 216, 217, 218, 219, 220, 221, 222,

223, 224, 225, 226 ou 227, caracterizado pelo fato de que a

-

constante de dissociacdo de 0, da proteina H-NOX é entre
cerca de 20 nM e 2 UM a 20°C, e em que a reatividade de NO
da proteina H-NOX & de menos do que cerca de 700 st a
20°C.

229. Kit, de acordo com qualqgquer uma das

reivindicag¢des 214, 215, 216, 217, 218, 219, 220, 221, 222,

223, 224, 225, 226, 227 ou 228, caracterizado pelo fato de

P

que a kors para oxigénio da proteina H-NOX & entre cerca de
1,0 s''! e cerca de 16,0 s ' a 20°C, e em que a taxa de auto-
oxidag¢do de heme da proteina H-NOX &€ de menos do que cerca
de 1 h™* 37°cC.

230. Kit, de acordo com qualquer uma das
reivindicag¢des 214, 215, 216, 217, 218, 219, 220, 221, 222,

223, 224, 225, 226, 227, 228 ou 229, caracterizado pelo

fato de que a koes para oxigénio da proteina H-NOX & entre

1 e cerca de 16,0 s' a 20°C, e em que a

cerca de 1,0 s°
reatividade de NO da proteina H-NOX & de menos do que cerca
de 700 s™* a 20°cC.

231. Kit, de acordo com qualquer uma das

reivindicag¢des 214, 215, 216, 217, 218, 219, 220, 221, 222,

223, 224, 225, 226, 227, 228, 229 ou 230, caracterizado

pelo fato de que a taxa de auto-oxidagdo de heme da
proteina H-NOX & de menos do que cerca de 1 h' a 37°C, e
em que a reatividade de NO da proteina H-NOX & de menos do
que cerca de 700 s™' a 20°C.

232. Kit, de acordo com qualquer uma das
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reivindicac¢des 214, 215, 216, 217, 218, 219, 220, 221, 222,
223, 224, 225, 226, 227, 228, 229, 230 ou 231,

caracterizado pelo fato de que heme esta ligada a proteina

H-NOX.

233. Kit, de acordo com qualquer uma das
reivindica¢des 214, 215, 216, 217, 218, 219, 220, 221, 222,
223, 224, 225, 226, 227, 228, 229, 230, 231 ou 232,

caracterizado pelo fato de que a proteina H-NOX €& uma

proteina mutante.
234. Kit, de acordo com a reivindicagdo 233,

caracterizado pelo fato de que a proteina H-NOX compreende

pelo menos uma mutagdo da bolsa distal.
235. Kit, de acordo com qualquer uma das

reivindica¢des 233 ou 234, caracterizado pelo fato de que a

proteina H-NOX compreende pelo menos uma mutagdo gue nao
estd na bolsa distal.

236. Kit, de acordo com qualquer uma das

- reivindicag¢des 214, 215, 216, 217, 218, 219, 220, 221, 222,

223, 224, 225, 226, 227, 228, 229, 230, 231, 232, 233, 234

ou 235, caracterizado pelo fato de que a proteina H-NOX

compreende pelo menos uma mutagdo que altera a constante de
dissociagdo de 0,, a kofr para oxigénio, a taxa de auto-
oxidacdo de heme e/ou a estabilidade do NO, comparadas com
as de uma proteina do tipo selvagem correspondente.

237. Kit, de acordo com qualquer uma das
reivindica¢des 214, 215, 216, 217, 218, 219, 220, 221, 222,
223, 224, 225, 226, 227, 228, 229, 230, 231, 232, 233, 234,

235 ou 236, caracterizado pelo fato de que a proteina H-NOX

compreende pelo menos uma mutagdo que altera a reatividade

de NO, comparada com a de uma proteina do tipo selvagem
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correspondente.

238. Kit, de acordo com qualquer uma das
reivindica¢des 214, 215, 216, 217, 218, 219, 220, 221, 222,
223, 224, 225, 226, 227, 228, 229, 230, 231, 232, 233, 234,

235, 236 ou 237, caracterizado pelo fato de que a proteina

H-NOX é uma selecionada do grupo que consiste em H-NOX do
tipo selvagem de T. tengcongensis, H-NOX I5A de T.
tengcongensis, H-NOX I5L de T. tengcongensis, H-NOX ISL-
P115A de T. tengcongensis, H-NOX WOF de T. tengcongensis,
H-NOX W9F-Y140L de T. tengcongensis, H-NOX W9F-Y140H de T.
tengcongensis, H-NOX W9F-N74A de T. tengcongensis, H-NOX
W9Y de T. tengcongensis, H-NOX WON de T. tengcongensis, H-
NOX W9H de T. tengcongensis, H-NOX N74E de T.
tengcongensis, H-NOX N74A de T. tengcongensis, H-NOX N74H
de T. tengcongensis, H-NOX N74A-Y140H de T. tengcongensis,
H-NOX F78Y-Y140F de T. tengcongensis, H-NOX F78Y/Y140L de
T. tengcongensis, H-NOX Pl115A de T. tengcongensis, H-NOX
R135Q de T. tengcongensis, H-NOX Y140F de T. tengcongensis,
H-NOX Y40L de T. tengcongensis, H-NOX Y140H de T.
tengcongensis, H-NOX Y140A de T. tengcongensis, I75F-Hisé6
de T. tengcongensis, 175F de T. tengcongensis, L144F-Hisé6
de T. tengcongensis, L144F de T. tengcongensis, 2 H-NOX
F142Y de L. pneumophilia, 1 H-NOX do tipo selvagem de L.
pneumophilia, 2 H-NOX do tipo selvagem de L. pneumophilia,
2 F9W-Fl142Y de L. pneumophilia, H-NOX do tipo selvagem de
D. desulfuricans, H-NOX(728-899) de D. desulfuricans, H-NOX
Y139L de D. desulfuricans, Pl H-NOX do tipo selvagem de H.
sapiens, Bl I140Y de H. sapiens, Pl I145Y de H. sapiens,
B1(1-385) de H. sapiens, (1(1-385) I145Y de H. sapiens,

B1(1-385) I145H de H. sapiens, B1(1-194) de H. sapiens,
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Bl(l-l94) I145Y de H. sapiens, B1(1-194) LO9W-I145Y de H.
sapiens, B2(1-217) de H. sapiens, p2(1-217) I142Y de H.
sapiens, Pl H-NOX H105G de H. sapiens, B1 H-NOX H105F de H.
sapiens, Bl H-NOX do tipo selvagem de R. norvegicus, B1(1-
385) de R. norvegicus, B1(1-385) I1l45Y de R. norvegicus,
B1(1-385) I145H de R. norvegicus, B1(1-194) de R.
norvegicus, B1(1-194) 1I145Y de R. norvegicus, B1(1-194)
LO9W-I145Y de R. norvegicus, f2(1-217) de R. norvegicus,
B2(1-217) I142Y de R. norvegicus, 1 H-NOX H105G de R.
norvegicus, Bl H-NOX H105F de R. norvegicus, Cb H-NOX(1-
175), Cb H-NOX(1-186), H-NOX do tipo selvagem de C.
acetobutylicum, H-NOX(1-197) de C. acetobutylicum, H-NOX(1l-
183) de C. acetobutylicum, GCY-35 H-NOX do tipo selvagem de
C. elegans, H-NOX GCY-35(1-252) de C. elegans, Pl H-NOX do
tipo selvagem de D. melanogaster, CG14885-PA do tipo
selvagem de D. melanogaster, CGl4886 do tipo selvagem de D.
melanogaster, CG4154 do tipo selvagem de D. melanogaster;
H-NOX do tipo selvagem de N. punctiforme, H-NOX do tipb
selvagem de C. crescentus, H-NOX do tipo selvagem de S.
oneidensis, H-NOX do tipo selvagem de M. musculus, H-NOX do
tipo selvagem de C. familiaris, H-NOX do tipo selvagem de
B. taurus, R. norvegicus do tipo selvagem; H-NOX do tipo
selvagem de X. laevis, H-NOX do tipo selvagem de O.
latipes, H-NOX do tipo selvagem de O. curivatus, H-NOX do
tipo selvagem de F. rubripes, H-NOX do tipo selvagem de A.
gambiae, H-NOX do tipo selvagem de M. sexta; gcy-31 do tipo
selvagem de C. elegans, dgcy-32 de C. elegans, gcy-33 do
tipo selvagem de C. elegans, gcy-34 do tipo selvagem de C.
elegans, gcy-35 do tipo selvagem de C. elegans, gcy-36 do

tipo selvagem de C. elegans, gcy-37 do tipo selvagem de C.
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elegans; H-NOX do tipo selvagem de V. cholera, H-NOX do
tipo selvagem de V. fischerii e H-NOX do tipo selvagem de
N. punctiforme.

239. Kit, de acordo com qualquer uma das
reivindicag¢des 214, 215, 216, 217, 218, 219, 220, 221, 222,
223, 224, 225, 226, 227, 228, 229, 230, 231, 232, 233, 234,

235, 236, 237 ou 238, caracterizado pelo fato de que a

proteina H-NOX & uma proteina de mamifero ou & derivada de
uma proteina de mamifero.
240. Kit, de acordo com a reivindicagao 239,

caracterizado pelo fato de que a proteina H-NOX & uma

proteina humana ou & derivada de uma proteina humana.
241. Kit, de acordo com a reivindicacgao 240,

caracterizado pelo fato de que a proteina humana &€ Bl ou &

derivada de B1.

242, Kit, de acordo com qualquer uma das
reivindica¢des 214, 215, 216, 217, 218, 219, 220, 221, 222,
223, 224, 225, 226, 227, 228, 229, 230, 231, 232, 233, 234,

235, 236, 237 ou 238, caracterizado pelo fato de que a

proteina H-NOX é uma proteina bacteriana ou & derivada de
uma proteina bacteriana.
243. Kit de qualquer uma das reivindicag¢des 242,

caracterizado pelo fato de gque a proteina H-NOX & uma

proteina de T. tengcongensis ou & derivada de uma proteina
de T. tengcongensis.

244. Kit, de acordo com qualquer uma das
reivindicag¢des 214, 215, 216, 217, 218, 219, 220, 221, 222,
223, 224, 225, 226, 227, 228, 229, 230, 231, 232, 233, 234,
235, 236, 237, 238, 239, 240, 241, 242 ou 243,

caracterizado pelo fato de que o oxigénio estad ligado a
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proteina H-NOX.

245. Kit, de acordo com qualquer uma das
reivindicag¢des 214, 215, 216, 217, 218, 219, 220, 221, 222,
223, 224, 225, 226, 227, 228, 229, 230, 231, 232, 233, 234,
235, 236, 237, 238, 239, 240, 241, 242, 243 ou 244,

caracterizado pelo fato de que a proteina H-NOX €& uma

proteina H-NOX mutante de qualquer uma das reivindicagles
279-397.

246 . Kit, caracterizado por compreender (i) uma

proteina H-NOX, em que a constante de dissociagdo de O, da
proteina H-NOX é entre cerca de 1 nM e cerca de 1 mM a

-

20°C, e em que a reatividade de NO da proteina H-NOX €& de

1 a 20°C e em que a proteina H-

menos do que cerca de 700 s
NOX nd3o é H-NOX Y140H de T. tengcongensis, e (idi)
instrugdes para utilizagd3o do kit para liberar oxigénio a
um individuo.

247. Kit, de acordo com a reivindicagao 246,

caracterizado pelo fato de que a proteina H-NOX ndo é fB1

I140Y de H. sapiens.
248. Kit, de acordo com qualquer uma das

reivindicag¢bes 246 ou 247, caracterizado pelo fato de que a

constante de dissociacdo de O, da proteina H-NOX é entre
cerca de 2 nM e cerca de 50 puM a 20°C.
249. Kit, de acordo com a reivindicag¢do 248,

caracterizado pelo fato de que a constante de dissociagdo

de O, da proteina H-NOX é entre cerca de 50 nM e cerca de
10 uM a 20°C.
250. Kit, de acordo com a reivindicagao 248,

caracterizado pelo fato de que a constante de dissociagdo

de 0O, da proteina H-NOX & entre cerca de 20 nM e 2 uM a
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20°C.
251. Kit, de acordo com qualquer uma das

reivindica¢des 246, 247, 248, 249 ou 250, caracterizado

P

pelo fato de que a reatividade de NO da proteina H-NOX &
pelo menos 10 vezes menor do que aquela da hemoglobina.
252. Kit, de acordo com a reivindicag¢ao 251,

caracterizado pelo fato de que a reatividade de NO da

proteina H-NOX é pelo menos 100 vezes menor do que aquela
da hemoglobina.
253. Kit, de acordo com a reivindicacgao 252,

caracterizado pelo fato de gque a reatividade de NO da

P

proteina H-NOX & pelo menos 1.000 vezes menor do que aquela
da hemoglobina.

254. Kit, de acordo com qualquer uma das
reivindicac¢des 246, 247, 248, 249, 250, 251, 252 ou 253,

caracterizado pelo fato de que a reatividade de NO da

proteina H-NOX é menor do que 1,0 st.
255. Kit, de acordo com qualquer uma das
reivindica¢des 246, 247, 248, 249, 250, 251, 252, 253 ou

254, caracterizado pelo fato de que a koer para oxigénio da

= 1 1

proteina H-NOX é entre cerca de 1,0 s~ e cerca de 16,0 s
a 20°cC.

256. Kit, de acordo com qualquer uma das
reivindica¢des 246, 247, 248, 249, 250, 251, 252, 253 ou

254, caracterizado pelo fato de que a ko s para oxigénio da

proteina H-NOX & menor ou igual a cerca de 0,65 sl a 20°cC.
257. Kit, de acordo com a reivindicacao 256,

caracterizado pelo fato de que a kosg para oxigénio da

1 1

proteina H-NOX é entre cerca de 0,21 s~ e cerca de 0,65 s’

a 20¢°cC.
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258. Kit, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 246, 247, 248, 249, 250, 251, 252, 253, 254,

255, 256 ou 257, caracterizado pelo fato de que a taxa de

auto-oxidacdo de heme da proteina H-NOX & de menos do que
cerca de 1 h™* a 37°C.

259. Kit, de acordo com qualquer uma das
reivindicag¢des 246, 247, 248, 249, 250, 251, 252, 253, 254,

255, 256, 257 ou 258, caracterizado pelo fato de que a

constante de dissociag¢do de O, da proteina H-NOX €& entre
cerca de 20 nM e 2 uM a 20°C, e em que a koss para oxigénio

1 e cerca de 16,0

da proteina H-NOX é entre cerca de 1,0 s
st a 20°cC.

260. Kit, de acordo com qualquer uma das
reivindicag¢des 246, 247, 248, 249, 250, 251, 252, 253, 254,

255, 256, 257, 258 ou 259, caracterizado pelo fato de que a

P

constante de dissociagdo de 0O, da proteina H-NOX €& entre
cerca de 20 nM e 2 uM a 20°C, e em que a taxa de auto-
oxidacdo de heme da proteina H-NOX & de menos do que cerca
de 1 h™* a 37°cC.

261. Kit, de acordo com qualquer uma das
reivindicag¢des 246, 247, 248, 249, 250, 251, 252, 253, 254,

255, 256, 257, 258, 259 ou 260, caracterizado pelo fato de

=

que a constante de dissociag¢do de O, da proteina H-NOX &
entre cerca de 20 nM e 2 pM a 20°C e em que a reatividade
de NO da proteina H-NOX & de menos do que cerca de 700 st
a 20°C.

262. Kit, de acordo com qualquer uma das

reivindicag¢des 246, 247, 248, 249, 250, 251, 252, 253, 254,

255, 256, 257, 258, 259, 260 ou 261, caracterizado pelo

fato de que a kqosf para oxigénio da proteina H-NOX é entre
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1 1

cerca de 1,0 s~ e cerca de 16,0 s~ a 20°C e em que a taxa
de auto-oxidagdo de heme da proteina H-NOX & de menos do
que cerca de 1 h™* a 37°cC.

263. Kit, de acordo com qualquer uma das
reivindicag¢des 246, 247, 248, 249, 250, 251, 252, 253, 254,

255, 256, 257, 258, 259, 260, 261 ou 262, caracterizado

-

pelo fato de que a Kkosr para oxigénio da proteina H-NOX é

1 1

entre cerca de 1,0 s~ e cerca de 16,0 s~ a 20°C e em que a
reatividade de NO da proteina H-NOX & de menos do que cerca
de 700 s™' a 20°cC.

264 . Kit, de acordo com qualquer uma das
reivindica¢dbes 246, 247, 248, 249, 250, 251, 252, 253, 254,
255, 256, 257, 258, 259, 260, 261, 262 ou 263,

caracterizado pelo fato de que a taxa de auto-oxidagdo de

heme da proteina H-NOX & de menos do que cerca de 1 h™' a
37°C e em gque a reatividade de NO da proteina H-NOX & menor
do que 1,8 s' a 20°cC.

265. Kit, de acordo com qualquer uma das
reivindica¢des 246, 247, 248, 249, 250, 251, 252, 253, 254,
255, 256, 257, 258, 259, 260, 261, 262, 263 ou 264,

caracterizado pelo fato de que heme estd ligada a proteina

H-NOX.

266. Kit, de acordo com qualquer uma das
reivindicag¢des 246, 247, 248, 249, 250, 251, 252, 253, 254,
255, 256, 257, 258, 259, 260, 261, 262, 263, 264 ou 265,

caracterizado pelo fato de que a proteina H-NOX €& uma

proteina mutante.
267. Kit, de acordo com a reivindicagao 266,

caracterizado pelo fato de que a proteina H-NOX compreende

pelo menos uma mutagdao da bolsa distal.
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268. Kit, de acordo com qualquer uma das

reivindicag¢des 266 ou 267, caracterizado pelo fato de que a

proteina H-NOX compreende pelo menos uma mutagdo que ndo
estd na bolsa distal.

269. Kit, de acordo com qualquer uma das
reivindicag¢des 246, 247, 248, 249, 250, 251, 252, 253, 254,
255, 256, 257, 258, 259, 260, 261, 262, 263, 264, 265, 267

ou 268, caracterizado pelo fato de que a proteina H-NOX

compreende pelo menos uma mutagdo que altera a constante de
dissociagdo de O0,, a kqssr para oxigénio, a taxa de auto-
oxidagdo de heme e/ou a estabilidade do NO, comparadas com
aquelas da proteina do tipo selvagem correspondente.

270. Kit, de acordo com qualquer uma das
reivindicag¢des 246, 247, 248, 249, 250, 251, 252, 253, 254,
255, 256, 257, 258, 259, 260, 261, 262, 263, 264, 265, 267,

268 ou 269, caracterizado pelo fato de que a proteina H-NOX

compreende pelo menos uma mutagdo que altera a reatividade
de NO, comparada com aquela da proteina do tipo selvagem
correspondente.

271. Kit, de acordo com qualquer uma das
reivindicag¢des 246, 247, 248, 249, 250, 251, 252, 253, 254,
255, 256, 257, 258, 259, 260, 261, 262, 263, 264, 265, 267,

268, 269 ou 270, caracterizado pelo fato de que a proteina

H-NOX é uma selecionada do grupo que consiste em H-NOX do
tipo selvagem de T. tengcongensis, H-NOX ISA de T.
tengcongensis, H-NOX ISL de T. tengcongensis, H-NOX I5L-
P115A de T. tengcongensis, H-NOX WO9F de T. tengcongensis,
H-NOX W9F-Y140L de T. tengcongensis, H-NOX W9F-Y140H de T.
tengcongensis, H-NOX W9F-N74A de T. tengcongensis, H-NOX

W9Y de T. tengcongensis, H-NOX W9N de T. tengcongensis, H-
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NOX W9H de T. tengcongensis, H-NOX N74E de T.
tengcongensis, H-NOX N74A de T. tengcongensis, H-NOX N74H
de T. tengcongensis, H-NOX N74A-Y140H de T. tengcongensis,
H-NOX F78Y-Y140F de T. tengcongensis, H-NOX F78Y/Y140L de
T. tengcongensis, H-NOX P115A de T. tengcongensis, H-NOX
R135Q de T. tengcongensis, H-NOX Y140F de T. tengcongensis,
H-NOX Y40L de T. tengcongensis, H-NOX Y140A de T.
tengcongensis, I75F-His6é de T. tengcongensis, I175F de T.
tengcongensis, L144F-Hisé de T. tengcongensis, L144F de T.
tengcongensis, 2 H-NOX F142Y de L. pneumophilia, 1 H-NOX do
tipo selvagem de L. pneumophilia, 2 H-NOX do tipo selvagem
de L. pneumophilia, 2 F9W-F142Y de L. pneumophilia, H-NOX
do tipo selvagem de D. desulfuricans, H-NOX(728-899) de D.
desulfuricans, H-NOX Y139L de D. desulfuricans, 1 H-NOX do
tipo selvagem de H. sapiens, 1 I145Y de H. sapiens, B1l(1-
385) de H. sapiens, B1(1-385) I145Y de H. sapiens, B1(1-
385) I145H de H. sapiens, B1(1-194) de H. sapiens, p1(1-
194) I145Y de H. sapiens, B1(1-194) LO9W-I145Y de H.
sapiens, P2(1-217) de H. sapiens, p2(1-217) I142Y de H.
sapiens, P1 H-NOX H105G de H. sapiens, (1 H-NOX H105F de H.
sapiens, Pl H-NOX do tipo selvagem de R. norvegicus, B1(1-
385) de R. norvegicus, P1(1-385) I145Y de R. norvegicus,
B1(1-385) I145H de R. onorvegicus, f1(1-194) de R.
norvegicus, P1(1-194) 1I145Y de R. norvegicus, B1(1-194)
L9W-I145Y de R. norvegicus, p2(1-217) de R. norvegicus,
f2(1-217) I142Y de R. norvegicus, 1 H-NOX H1050 de R.
norvegicus, 1 H-NOX H105F de R. norvegicus, Cb H-NOX(1l-
175), Cb H-NOX(1l-186), H-NOX do tipo selvagem de C.
acetobutylicum, H-NOX(1-197) de C. acetobutylicum, H-NOX(1l-

183) de C. acetobutylicum, GCY-35 H-NOX do tipo selvagem de
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C. elegans, H-NOX GCY-35(1-252) de C. elegans, B1 H-NOX do
tipo selvagem de D. melanogaster, CG14885-PA do tipo
selvagem de D. melanogaster, CG14886 do tipo selvagem de D.
melanogaster, CG4154 do tipo selvagem de D. melanogaster;
H-NOX do tipo selvagem de N. punctiforme, H-NOX do tipo
selvagem de C. crescentus, H-NOX do tipo selvagem de S.
oneidensis, H-NOX do tipo selvagem de M. musculus, H-NOX do
tipo selvagem de C. familiaris, H-NOX do tipo selvagem de
B. taurus, R. norvegicus do tipo selvagem; H-NOX do tipo
selvagem de X. laevis, H-NOX do tipo selvagem de O.
latipes, H-NOX do tipo selvagem de O. curivatus, H-NOX do
tipo selvagem de F. rubripes, H-NOX do tipo selvagem de A.
gambiae, H-NOX do tipo selvagem de M. sexta; gcy-31 do tipo
selvagem de C. elegans, gcy-32 de C. elegans, gcy-33 do
tipo selvagem de C. elegans, gcy-34 do tipo selvagem de C.
elegans, gcy-35 do tipo selvagem de C. elegans, dcy-36 do
tipo selvagem de C. elegans, gcy-37 do tipo selvagem de C.
elegans; H-NOX do tipo selvagem de V. cholera, H-NOX do
tipo selvagem de V. fischerii e H-NOX do tipo selvagem de
N. punctiforme.

272. Kit, de acordo com qualquer uma das
reivindica¢des 246, 247, 248, 249, 250, 251, 252, 253, 254,
255, 256, 257, 258, 259, 260, 261, 262, 263, 264, 265, 267,

268, 269, 270 ou 271, caracterizado pelo fato de que a

proteina H-NOX & uma proteina de mamifero ou é derivada de
uma proteina de mamifero.
273. Kit, de acordo com a reivindicacg¢ao 272,

caracterizado pelo fato de que a proteina H-NOX €& uma

proteina humana ou & derivada de uma proteina humana.

274. Kit, de acordo com a reivindicagéao 273,
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caracterizado pelo fato de que a proteina humana & Bl ou é

derivada de B1.

275. Kit, de acordo com qualquer uma das
reivindicag¢des 246, 247, 248, 249, 250, 251, 252, 253, 254,
255, 256, 257, 258, 259, 260, 261, 262, 263, 264, 265, 267,

268, 269, 270 ou 271, caracterizado pelo fato de que a

proteina H-NOX é uma proteina bacteriana ou é derivada de
uma proteina bacteriana.
276. Kit, de acordo com a reivindicagao 275,

caracterizado pelo fato de que a proteina H-NOX €& uma

proteina de T. tengcongensis ou & derivada de uma proteina
de T. tengcongensis.

277. Kit, de acordo com qualquer uma das
reivindicag¢des 246, 247, 248, 249, 250, 251, 252, 253, 254,
255, 256, 257, 258, 259, 260, 261, 262, 263, 264, 265, 267,
268, 269, 270, 271, 272, 273, 274, 275 ou 276,

caracterizado pelo fato de que o oxigénio estd ligado a

proteina H-NOX.

278. Kit, de acordo com qualquer uma das
reivindicag¢des 246, 247, 248, 249, 250, 251, 252, 253, 254,
255, 256, 257, 258, 259, 260, 261, 262, 263, 264, 265, 267,
268, 269, 270, 271, 272, 273, 274, 275, 276 ou 277,

caracterizado pelo fato de que a proteina H-NOX €& uma

proteina H-NOX mutante de qualquer uma das reivindicagdes
279-397.

279. Proteina H-NOX isolada, caracterizada por

compreender pelo menos uma mutagdo que altera a constante
de dissociagdo de O, ou reatividade de NO, comparadas com a
de uma proteina H-NOX do tipo selvagem correspondente, em

que a constante de dissociagdo de O, da proteina H-NOX
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mutante esta dentro de 2 ordens de magnitude daquela da
hemoglobina, em que a reatividade de NO da proteina H-NOX
mutante é pelo menos 10 vezes menor do gque aquela da
hemoglobina, e em que a proteina H-NOX mutante ndo & H-NOX
Y40L de T. tengcongensis, H-NOX F78Y/Y140L de T.
tengcongensis, H-NOX do tipo selvagem de T. tengcongensis
ou 2 H-NOX F142Y de L. pneumophilia.

280. Proteina H-NOX isolada, de acordo com a

reivindicag¢ao 279, caracterizada pelo fato de que a

proteina H-NOX mutante ndo &€ 2 H-NOX do tipo selvagem de L.
pneumophilia, Bl H-NOX do tipo selvagem de H. sapiens, f1
H-NOX do tipo selvagem de R. norvegicus, Bl H-NOX do tipo
selvagem de D. melanogaster, CGl4885-PA do tipo selvagem de
D. melanogaster H-NOX, GCY-35 H-NOX do tipo selvagem de C.
elegans, H-NOX do tipo selvagem de N. punctiforme, H-NOX do
tipo selvagem de C. crescentus, H-NOX do tipo selvagem de
S. oneidensis ou H-NOX do tipo selvagem de C.
acetobutylicum.

281. Protéina H-NOX isolada, de acordo com qualgquer

uma das reivindicag¢des 279 ou 280, caracterizada pelo fato

de que a constante de dissociag¢do de O, da proteina H-NOX
mutante & entre cerca de 2 nM e cerca de 50 uM a 20°C.
282. Proteina H-NOX isolada, de acordo com a

reivindicagao 281, caracterizada pelo fato de que a

constante de dissociagdo de O, da proteina H-NOX mutante é
entre cerca de 50 nM e cerca de 10 uM a 20°C.
283. Proteina H-NOX isolada, de acordo com a

reivindicagao 282, caracterizada pelo fato de dque a

constante de dissociacgdo de 0, da proteina H-NOX mutante é

entre cerca de 100 nM e cerca de 1,9 uM a 20°C.



10

15

20

25

30

66/89

284 . Proteina H-NOX isolada, de acordo com a

reivindicag¢do 283, caracterizada pelo fato de que a

[0}

constante de dissociacdo de 0O, da proteina H-NOX mutante
entre cerca de 150 nM e cerca de 1 uM a 20°C.

285. Proteina H-NOX isolada, de acordo com dqualquer
uma das reivindicagdes 279, 280, 281, 282 ou 283,

caracterizada pelo fato de que a constante de dissociagao

de O, da proteina H-NOX mutante & entre cerca de 100 nM e
cerca de 255 nM a 20°C.

286. Proteina H-NOX isolada, de acordo com qualquer
uma das reivindicacgdes 279, 280, 281, 282 ou 283,

caracterizada pelo fato de que a constante de dissociagao

de 0O, da proteina H-NOX mutante &€ de menos do que cerca de
80 nM a 20°C.
287. Proteina H-NOX isolada, de acordo com a

reivindicag¢do 286, caracterizada pelo fato de que a

constante de dissociag¢do de O, da proteina H-NOX mutante é
entre cerca de 20 nM e cerca de 75 nM a 20°C.

288. Proteina H-NOX isolada, de acordo com qualquer
uma das reivindicacgdes 279, 280, 281, 282, 283, 284, 285,

286 ou 287, caracterizada pelo fato de que a reatividade de

NO da proteina H-NOX mutante & pelo menos 100 vezes menor
do que aquela da hemoglobina.
289. Proteina H-NOX isolada, de acordo com a

reivindicag¢dao 288, caracterizada pelo fato de que a

reatividade de NO da proteina H-NOX mutante & pelo menos
1.000 vezes menor do que aquela da hemoglobina.

290. Proteina H-NOX isolada, de acordo com qualquer
uma das reivindicagdes 279, 280, 281, 282, 283, 284, 285,

286, 287, 288 ou 289, caracterizada pelo fato de que a
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reatividade de NO da proteina H-NOX mutante & de menos do
que cerca de 700 s ! a 20°C.

291. Proteina H-NOX isolada, de acordo com qualquer
uma das reivindicag¢des 279, 280, 281, 282, 283, 284, 285,

286, 287, 288, 289 ou 290, caracterizada pelo fato de que a

kosr para oxigénio da proteina H-NOX mutante €& entre cerca
de 0,01 e cerca de 200 s™' a 20°C.

292. Proteina H-NOX isolada, de acordo com qualquer
uma das reivindicagdes 279, 280, 281, 282, 283, 284, 285,

286, 287, 288, 289, 290 ou 291, caracterizada pelo fato de

que a constante de dissociagdo de O, da proteina H-NOX
mutante & entre cerca de 100 nM e cerca de 1,9 pM a 20°C, e
em que a Kkofsr para oxigénio da proteina H-NOX mutante &
entre cerca de 1,35 s' e cerca de 14,5 s'! 20°cC.

293. Proteina H-NOX isolada, de acordo com qualquer
uma das reivindicag¢des 279, 280, 281, 282, 283, 284, 285,

286, 287, 288, 289, 290, 291 ou 292, caracterizada pelo

fato de que a taxa de auto-oxidagdo de heme da proteina H-
NOX mutante é de menos do que cerca de 1 h' a 37°cC.

294 . Proteina H-NOX isolada, de acordo com dqualquer
uma das reivindicag¢des 279, 280, 281, 282, 283, 284, 285,

286, 287, 288, 289, 290, 291, 292 ou 293, caracterizada

pelo fato de que a kofr para oxigénio da proteina H-NOX

1 1

mutante & entre cerca de 1,35 s - e cerca de 14,5 s a
20°C, e em que a taxa de auto-oxidagdo de heme da proteina
H-NOX mutante é de menos do que cerca de 1 h'! 37°cC.

295. Proteina H-NOX 1isolada, de acordo com dgqualquer
uma das reivindicag¢des 279, 280, 281, 282, 283, 284, 285,
286, 287, 288, 289, 290, 291, 292, 293 ou 294,

caracterizada pelo fato de que a kosf para oxigénio da
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1 e cerca de

proteina H-NOX mutante & entre cerca de 1,35 s
14,5 s a 20°C, e em que a reatividade de NO da proteina
H-NOX mutante é de menos do que cerca de 700 s™' a 20°C.
296. Proteina H-NOX isolada, de acordo com qualquer
uma das reivindicag¢des 279, 280, 281, 282, 283, 284, 285,
286, 287, 288, 289, 290, 291, 292, 293, 294 ou 295,

caracterizada pelo fato de que a taxa de auto-oxidag¢do de

-

heme da proteina H-NOX mutante & de menos do que cerca de 1
h''! a 37°C, e em que a reatividade de NO da proteina H-NOX
mutante é de menos do que cerca de 700 s' a 20°C.

297. Proteina H-NOX isolada, de acordo com gqualquer
uma das reivindicagdes 279, 280, 281, 282, 283, 284, 285,
286, 287, 288, 289, 290, 291, 2%2, 293, 294, 295 ou 296,

caracterizada por compreender pelo menos uma mutagdo da

bolsa distal.

298. Proteina H-NOX isolada, de acordo com dgqualquer
uma das reivindicag¢des 279, 280, 281, 282, 283, 284, 285,
286, 287, 288, 289, 290, 291, 292, 293, 294, 295, 296 ou

297, caracterizada por compreender pelo menos uma mutagdo

gque ndo estd na bolsa distal.

299. Proteina H-NOX isolada, de acordo com qualquer
uma das reivindicag¢des 279, 280, 281, 282, 283, 284, 285,
286, 287, 288, 289, 290, 291, 292, 293, 294, 295, 296, 297

ou 298, caracterizada por compreender pelo menos uma

mutagdo na qual um residuo que corresponde a Ile5, Trp9,
Asn74, Proll5 ou Argl35 de H-NOX de T. tengcongensis &
substituido por qualquer outro aminoacido.

300. Proteina H-NOX isolada, de acordo com qualquer
uma das reivindicag¢des 279, 280, 281, 282, 283, 284, 285,

286, 287, 288, 289, 290, 291, 292, 293, 294, 295, 296, 297,
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298 ou 299, caracterizada por compreender pelo menos duas

mutagdes, em que pelo menos uma mutagdo &€ a substituigdo de
um residuo que corresponde a Ile5, Trp9, Asn74, Proll5 ou
Argl35 de H-NOX de T. tengcongensis por dqualquer outro
aminoacido. -

301. Proteina H-NOX isolada, de acordo com qualquer
uma das reivindicac¢des 279, 280, 281, 282, 283, 284, 285,
286, 287, 288, 289, 290, 291, 292, 293, 294, 295, 296, 297,

298, 299 ou 300, caracterizada pelo fato de gque uma mutagao

corresponde a uma mutag¢do de IS5A, uma mutagdo de I5L, uma
mutagdo de W9F, uma muta¢do de Y140H, ou uma mutagdo dupla
de F78Y Y140F de T. tengcongensis.

302. Proteina H-NOX isolada, de acordo com qualquer
uma das reivindicag¢des 279, 280, 281, 282, 283, 284, 285,
286, 287, 288, 289, 290, 291, 292, 293, 294, 295, 296, 297,

298, 299, 300 ou 301, caracterizada pelo fato de que a

mutagcdo corresponde a uma mutagdo de W9Y, uma mutagdo de
W9H, uma mutacdo de WIN, uma mutagdo de N74H, uma mutagao
de N74A, uma mutag¢do de Pl15A, uma mutagdo de R135Q, um
mutante duplo de I5L P115A ou um mutante duplo de WO9F N74A
de T. tengcongensis.

303. Proteina H-NOX isolada, de acordo com qualquer
uma das reivindicag¢des 279, 280, 281, 282, 283, 284, 285,
286, 287, 288, 289, 290, 291, 292, 293, 294, 295, 296, 297,

298, 299, 300, 301 ou 302, caracterizada pelo fato de que a

proteina H-NOX do tipo selvagem correspondente €& uma
proteina de mamifero.
304. Proteina H-NOX isolada, de acordo com a

reivindicag¢do 303, caracterizada pelo fato de que a

proteina H-NOX do tipo selvagem correspondente & uma
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proteina humana.
305. Proteina H-NOX isolada, de acordo com a

reivindicagdao 304, caracterizada pelo fato de que a

proteina H-NOX do tipo selvagem correspondente & fB1.

306. Proteina H-NOX isolada, de acordo com qualquer
uma das reivindicag¢des 279, 280, 281, 282, 283, 284, 285,
286, 287, 288, 289, 290, 291, 292, 293, 294, 295, 296, 297,

298, 299, 300, 301 ou 302, caracterizada pelo fato de que a

proteina H-NOX do tipo selvagem correspondente €& uma
proteina bacteriana.
307. Proteina H-NOX isolada, de acordo com a

reivindicagdo 306, caracterizada pelo fato de que a

proteina H-NOX do tipo selvagem correspondente €& uma
proteina de T. tengcongensis.

308. Proteina H-NOX isolada, de acordo com gqualquer
uma das reivindicag¢des 279, 280, 281, 282, 283, 284, 285,
286, 287, 288, 289, 290, 291, 292, 293, 294, 295, 296, 297,
298, 299, 300, 301, 302, 303, 304, 305, 306 ou 307,

caracterizada pelo fato de que a proteina H-NOX mutante ndo

P

& H-NOX W9F de T. tengcongensis, H-NOX Y140F de T.
tengcongensis ou Pl H-NOX (1-385) I145Y de H. sapiens.

309. Proteina H-NOX isolada, de acordo com qualquer
uma das reivindicag¢des 279, 280, 281, 282, 283, 284, 285,
286, 287, 288, 289, 290, 291, 292, 293, 294, 295, 296, 297,
298, 299, 300, 301, 302, 303, 304, 305, 306, 307 ou 308,

caracterizada pelo fato de que a proteina H-NOX mutante ndo

& H-NOX Y140H de T. tengcongensis ou PB1 I140Y de H.
sapiens.
310. Proteina H-NOX isolada, de acordo com gqualquer

uma das reivindicag¢des 279, 280, 281, 282, 283, 284, 285,
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286, 287, 288, 289, 290, 291, 292, 293, 294, 295, 296, 297,
298, 299, 300, 301, 302, 303, 304, 305, 306, 307, 308 ou

309, caracterizada pelo fato de que a proteina H-NOX

mutante estd 1ligada covalentemente a outra molécula ou

porgao.
311. Proteina H-NOX isolada, de acordo com a
reivindicagao 310, caracterizada pelo fato de dque a

proteina H-NOX mutante estd 1ligada covalentemente a
polietileno glicol.

312. Proteina H-NOX isolada, caracterizada por

compreender pelo menos uma mutagdo que altera a constante
de dissociacdo de 0O, ou reatividade de NO, comparada com
aquela da proteina H-NOX do tipo selvagem correspondente,
em que a constante de dissociagdo de O, da proteina H-NOX
mutante estd dentro de 2 ordens de magnitude daquela da
hemoglobina, em que a reatividade de NO da proteina H-NOX
mutante é pelo menos 10 vezes menor do gque aquela da
hemoglobina, e em que a proteina H-NOX mutante ndo & H-NOX
Y40L de T. tengcongensis, H-NOX F78Y/Y140L de T.
tengcongensis, H-NOX W9F de T. tengcongensis, H-NOX do tipo

selvagem de T. tengcongensis ou 2 H-NOX F142Y de L.

pneumophilia.
313. Proteina H-NOX isolada, de acordo com a
reivindica¢dao 312, caracterizada pelo fato de dque a

proteina H-NOX mutante nao é H-NOX Y140F de T.
tengcongensis, 2 H-NOX do tipo selvagem de L. pneumophilia,
Bl H-NOX I140Y de H. sapiens, Pl H-NOX do tipo selvagem de
H. sapiens, sGC Bl H-NOX (1-385) de R. norvegicus, 1 H-NOX
(1-385) I145Y de R. norvegicus sGC, sGC B1 H-NOX H105G de

R. norvegicus, sGC Pl H-NOX H105F de R. norvegicus, 1 H-
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NOX I145Y de R. norvegicus sGC, 1 H-NOX do tipo selvagem
de R. norvegicus, 1 H-NOX do tipo selvagem de D.
melaﬁogaster, CG14885-PA do tipo selvagem de D.
melanogaster H-NOX, GCY-35 H-NOX do tipo selvagem de C.
elegans, H-NOX do tipo selvagem de N. punctiforme, H-NOX do
tipo selvagem de C. crescentus, H-NOX do tipo selvagem de
S. oneidensis ou H-NOX do tipo selvagem de C.
acetobutylicum.

314. Proteina H-NOX isolada, de acordo com dqualquer

uma das reivindicag¢des 312 ou 313, caracterizada pelo fato

de que a constante de dissociagdo de O, da proteina H-NOX
mutante & entre cerca de 100 nM e cerca de 255 nM a 20°C.
315. Proteina H-NOX isolada, de acordo com dqualquer

uma das reivindicag¢des 312 ou 313, caracterizada pelo fato

de que a constante de dissociagdo de O, da proteina H-NOX
mutante & de menos do que cerca de 80 nM a 20°C.
316. Proteina H-NOX isolada, de acordo com a

reivindicag¢ao 315, caracterizada pelo fato de dque a

constante de dissociacdo de O, da proteina H-NOX mutante é
entre cerca de 20 nM e cerca de 75 nM a 20°C.

317. Proteina H-NOX isolada, de acordo com qualquer
uma das reivindicagdes 312, 313, 314, 315 ou 316,

caracterizada pelo fato de que a reatividade de NO da

proteina H-NOX mutante & pelo menos 100 vezes menor do que
aquela da hemoglobina.
318. Proteina H-NOX isolada, de acordo com a

reivindicagdo 317, caracterizada pelo fato de que a

reatividade de NO da proteina H-NOX mutante é pelo menos
1.000 vezes menor do que aquela da hemoglobina.

319. Proteina H-NOX isolada, de acordo com qualquer
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uma das reivindicag¢des 312, 313, 314, 315, 316, 317 ou 318,

caracterizada pelo fato de que a kosr para oxigénio da

proteina H-NOX mutante & menor ou igual a cerca de 0,65 st

a 20°cC.
320. Proteina H-NOX isolada, de acordo com a

reivindicag¢do 319, caracterizada pelo fato de que a Kot

para oxigénio da proteina H-NOX mutante & entre cerca de
0,21 s' e cerca de 0,65 s™' a 20°C.

321. Proteina H-NOX isolada, de acordo com qualquer
uma das reivindicag¢des 312, 313, 314, 315, 316, 317 ou 318,

caracterizada pelo fato de que a kqos para oxigénio da

1 e cerca de

proteina H-NOX mutante é entre cerca de 1,35 s
2,9 st a 20°cC.

322. Proteina H-NOX isolada, de acordo com qualquer
uma das reivindicag¢des 312, 313, 314, 315, 316, 317 ou 318,

caracterizada pelo fato de que a ko para oxigénio da

1 e 19 st a

proteina H-NOX mutante & entre cerca de 5,8 s’
20°C.

323. Proteina H-NOX isolada, de acordo com qualquer
uma das reivindicag¢des 312, 313, 314, 315, 316, 317, 318,

319, 320, 321 ou 322, caracterizada pelo fato de que a

proteina H-NOX mutante & estavel a 4°C no ar.
324. Proteina H-NOX isolada, de acordo com qualquer
uma das reivindicag¢des 312, 313, 314, 315, 316, 317, 318,

319, 320, 321, 322 ou 323, caracterizada por compreender

pelo menos uma mutag¢do da bolsa distal.
325. Proteina H-NOX isolada, de acordo com qualquer
uma das reivindicag¢des 312, 313, 314, 315, 316, 317, 318,

319, 320, 321, 322, 323 ou 324, caracterizada por

compreender pelo menos uma mutag¢do que ndo esta na bolsa
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distal.
326. Proteina H-NOX isolada, de acordo com gualquer
uma das reivindicag¢des 312, 313, 314, 315, 316, 317, 318,

319, 320, 321, 322, 323, 324 ou 325, caracterizada por

compreender pelo menos uma mutag¢do na qual um residuo que
corresponde a Ile5, Asn74, Proll5 ou Argl35 de H-NOX de T.
tengcongensis é substituido por qualquer outro aminoacido.
327. Proteina H-NOX isolada, de acordo com qualquer
uma das reivindicag¢des 312, 313, 314, 315, 316, 317, 318,

319, 320, 321, 322, 323, 324, 325 ou 326, caracterizada por

compreender pelo menos duas mutag¢gdes, em que pelo menos uma
mutacdo &€ a substituigdo de um residuo que corresponde a
Ile5, Trp9, Asn74, Phe78, Proll5 ou Argl35 de H-NOX de T.
tengcongensis por qualquer outro aminoadcido.

328. Proteina H-NOX isolada, de acordo com gualquer
uma das reivindicag¢des 312, 313, 314, 315, 316, 317, 318,
319, 320, 321, 322, 323, 324, 325, 326 ou 327,

caracterizada pelo fato de que a mutagdo corresponde a uma

mutag¢do de IS5A, uma mutag¢do de IS5L, uma mutag¢do de Y140H ou
uma mutagao dupla de F78Y Y140F de H-NOX de T.
tengcongensis.

329. Proteina H-NOX isolada, de acordo com qualquer
uma das reivindica¢des 312, 313, 314, 315, 316, 317, 318,
319, 320, 321, 322, 323, 324, 325, 326, 327 ou 328,

caracterizada pelo fato de que a mutagao corresponde a uma

mutagdo de W9Y, uma mutag¢do de W9H, uma mutagdo de WON, a
N7411 mutag¢do, uma mutagdo de N74A, uma mutagdo de P115A,
uma mutag¢do de R135Q, um mutante duplo de IS5L P115A ou um
mutante duplo de W9F N74A de H-NOX de T. tengcongensis.

330. Proteina H-NOX isolada, de acordo com qualgquer



10

15

20

25

30

75/89

uma das reivindicag¢des 312, 313, 314, 315, 316, 317, 318,
319, 320, 321, 322, 323, 324, 325, 326, 327, 328 ou 329,

caracterizada pelo fato de que a proteina H-NOX do tipo

selvagem correspondente & uma proteina de mamifero.
331. Proteina H-NOX isolada, de acordo com a

reivindicagdao 330, caracterizada pelo fato de que a

-

proteina H-NOX do tipo selvagem correspondente & uma
proteina humana.
332. Proteina H-NOX isolada, de acordo com a

reivindicagdo 331, caracterizada pelo fato de que a

proteina H-NOX do tipo selvagem correspondente & B1.

333. Proteina H-NOX isolada, de acordo com qualquer
uma das reivindicag¢des 312, 313, 314, 315, 316, 317, 318,
319, 320, 321, 322, 323, 324, 325, 326, 327, 328, 329, 330,

331 ou 332, caracterizada pelo fato de que a proteina H-NOX

=

do tipo selvagem correspondente & uma proteina bacteriana.
334. Proteina H-NOX isolada, de acordo com a

reivindicagdo 333, caracterizada pelo fato de que a

proteina H-NOX do tipo selvagem correspondente €& uma
proteina de T. tengcongensis.

335. Proteina H-NOX isolada, de acordo com qualquer
uma das reivindicacg¢bes 312, 313, 314, 315, 316, 317, 318,
319, 320, 321, 322, 323, 324, 325, 326, 327, 328, 329, 330,

331, 332, 333 ou 334, caracterizada pelo fato de que a

proteina H-NOX mutante ndo é H-NOX Y140H de T.
tengcongensis ou 1 I140Y de H. sapiens.

336. Proteina H-NOX isolada, de acordo com gqualquer
uma das reivindica¢des 312, 313, 314, 315, 316, 317, 318,
319, 320, 321, 322, 323, 324, 325, 326, 327, 328, 329, 330,

331, 332, 333, 334 ou 335, caracterizada pelo fato de que a
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proteina H-NOX mutante esta ligada covalentemente a outra
molécula ou porg¢ao.
337. Proteina H-NOX isolada, de acordo com a

reivindicagdo 336, caracterizada pelo fato de que a

proteina H-NOX mutante esta 1ligada covalentemente a
polietileno glicol.

338. Proteina H-NOX isolada, caracterizada por

compreender pelo menos uma mutagdo que altera a Koee para
oxigénio ou a reatividade de NO, comparadas com as de uma
proteina H-NOX do tipo selvagem correspondente, em que a
kofs para oxigénio da proteina H-NOX mutante €& entre cerca
de 0,01 e cerca de 200 s ' a 20°C, em que a reatividade de
NO da proteina H-NOX mutante & pelo menos 10 vezes menor do
que aquela da hemoglobina, e em gque a proteina H-NOX
mutante ndo é H-NOX Y40L de T. tengcongensis, H-NOX
F78Y/Y140L de T. teﬁgcongensis, H-NOX do tipo selvagem de
T. tengcongensis, ou 2 H-NOX F142Y de L. pneumophilia.

339. Proteina H-NOX isolada, de acordo com a

reivindicag¢do 338, caracterizada pelo fato de que a

proteina H-NOX mutante ndo & 2 H-NOX do tipo selvagem de L.
pneumophilia, Bl H-NOX do tipo selvagem de H. sapiens, B1
H-NOX do tipo selvagem de R. norvegicus, Pl H-NOX do tipo
selvagem de D. melanogaster, CG14885-PA do tipo selvagem de
D. melanogaster H-NOX, GCY-35 H-NOX do tipo selvagem de C.
elegans, H-NOX do tipo selvagem de N. punctiforme, H-NOX do
tipo selvagem de (C. crescentus, H-NOX do tipo selvagem de
S. oneidensis ou H-NOX do tipo selvagem de C.
acetobutylicum.

340. Proteina H-NOX isolada, de acordo com gualquer

uma das reivindicag¢des 338 ou 339, caracterizada pelo fato
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de que a ko para oxigénio da proteina H-NOX mutante é
menor ou igual a cerca de 0,65 sl a 20°cC.
341. Proteina H-NOX isolada, de acordo com a

reivindicagdo 340, caracterizada pelo fato de que a Koss

para oxigénio da proteina H-NOX mutante & entre cerca de
0,21 s' e cerca de 0,65 s ' a 20°C.
342. Proteina H-NOX isolada, de acordo com dqualquer

uma das reivindicag¢des 338, 339, 340 ou 341, caracterizada

pelo fato de gque a constante de dissociagdo de O, da
proteina H-NOX mutante & entre cerca de 1 nM e cerca de 1
mM a 20°C.

343. Proteina H-NOX isolada, de acordo com qualquer

uma das reivindicagdes 338, 339, 340, 341 ou 342,

caracterizada pelo fato de que a constante de dissociagdo

de O, da proteina H-NOX mutante & entre cerca de 2 nM e
cerca de 50 uM a 20°C.

344. Proteina H-NOX isolada, de acordo com dqualquer
uma das reivindicag¢des 338, 339, 340, 341, 342 ou 343,

caracterizada pelo fato de que a constante de dissociagédo

-

de 0O, da proteina H-NOX mutante & entre cerca de 50 nM e
cerca de 10 pM a 20°C.

345. Proteina H-NOX isolada, de acordo com qualquer
uma das reivindicag¢des 338, 339, 340, 341, 342, 343 ou 344,

caracterizada pelo fato de que a constante de dissociagao

de O, da proteina H-NOX mutante & entre cerca de 100 nM e
cerca de 1,9 uM a 20°C.

346. Proteina H-NOX isolada, de acordo com gqualquer
uma das reivindicag¢des 338, 339, 340, 341, 342, 343, 344 ou

345, caracterizada pelo fato de que a reatividade de NO da

proteina H-NOX mutante €& pelo menos 100 vezes menor do que
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aquela da hemoglobina.
347. Proteina H-NOX isolada, de acordo com a

reivindicacdao 346, caracterizada pelo fato de que a

reatividade de NO da proteina H-NOX mutante € pelo menos
1.000 vezes menor do que aquela da hemoglobina.

348. Proteina H-NOX isolada, de acordo com qualquer
uma das reivindicacgdes 338, 339, 340, 341, 342, 343, 344,

345, 346 ou 347, caracterizada pelo fato de dque a

reatividade de NO da proteina H-NOX mutante & de menos do
que cerca de 700 s™' a 20°C.

349. Proteina H-NOX isolada, de acordo com qualquer
uma das reivindicac¢des 338, 339, 340, 341, 342, 343, 344,

345, 346, 347 ou 348, caracterizada pelo fato de que a taxa

de auto-oxidac¢do de heme da proteina H-NOX mutante & de
menos do que cerca de 1 h™' a 37°C.

350. Proteina H-NOX isolada, de acordo com dqualguer
uma das reivindicac¢des 338, 339, 340, 341, 342, 343, 344,

345, 346, 347, 348 ou 349, caracterizada pelo fato de que a

m

constante de dissociagdo de 0O, da proteina H-NOX mutante

entre cerca de 100 nM e cerca de 1,9 puM a 20°C, e em que a

M

taxa de auto-oxidagdo de heme da proteina H-NOX mutante
de menos do que cerca de 1 h'!' a 37°cC.

351. Proteina H-NOX isolada, de acorddo com dqualquer
uma das reivindicag¢des 338, 339, 340, 341, 342, 343, 344,

345, 346, 347, 348, 349 ou 350, caracterizada pelo fato de

que a constante de dissociagdo de O, da proteina H-NOX
mutante & entre cerca de 100 nM e cerca de 1,9 puyM a 20°C, e
em que a reatividade de NO da proteina H-NOX mutante & de
menos do que cerca de 700 s ' a 20°C.

352. Proteina H-NOX isolada, de acordo com qualquer



10

15

20

25

30

79/89

uma das reivindicag¢des 338, 339, 340, 341, 342, 343, 344,

345, 346, 347, 348, 349, 350 ou 351, caracterizada pelo

fato de que a taxa de auto-oxidagdo de heme da proteina H-
NOX mutante & de menos do que cerca de 1 h' a 37°C, e em
que a reatividade de NO da proteina H-NOX mutante €& de
menos do que cerca de 700 s ' a 20°C.

353. Proteina H-NOX isolada, de acordo com qualquer
uma das reivindicac¢des 338, 339, 340, 341, 342, 343, 344,

345, 346, 347, 348, 349, 350, 351 ou 352, caracterizada por

compreender pelo menos uma mutagdo da bolsa distal.

354. Proteina H-NOX isolada, de acordo com qualquer
uma das reivindicag¢des 338, 339, 340, 341, 342, 343, 344,
345, 346, 347, 348, 349, 350, 351, 352 ou 353,

caracterizada por compreender pelo menos uma mutagdo gque

ndo estd na bolsa distal.

355. Proteina H-NOX isolada, de acordo com dgqualquer
uma das reivindicag¢des 338, 339, 340, 341, 342, 343, 344,
345, 346, 347, 348, 349, 350, 351, 352, 353 ou 354,

caracterizada por compreender pelo menos uma mutagdo na

gual um residuo gque corresponde a Ile5, Trp9, Asn74, Proll5s
ou Argl35 de H-NOX de T. tengcongensis ou I145 de [1(1-385)
é substituido por qualquer outro aminoacido.

356. Proteina H-NOX isolada, de acordo com qualquer
uma das reivindicag¢des 338, 339, 340, 341, 342, 343, 344,
345, 346, 347, 348, 349, 350, 351, 352, 353, 354 ou 355,

caracterizada por compreender pelo menos duas mutagdes, em

que pelo menos uma mutagdo € a substituigdo de um residuo
que corresponde a Ile5, Trp9, Asn74, Proll5 ou Argl35 de H-
NOX de T. tengcongensis ou 1145 de PB1(1-385) por qualguer

outro aminoacido.
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357. Proteina H-NOX isolada, de acordo com qualquer
uma das reivindicag¢des 338, 339, 340, 341, 342, 343, 344,
345, 346, 347, 348, 349, 350, 351, 352, 353, 354, 355 ou

356, caracterizada por compreender uma mutagao que

corresponde a uma mutagdo de IS5A, uma mutagdo de IS5S5L, uma
mutagdo de W9F, uma mutag¢do de Y140F, uma mutagdo de Y140H,
uma mutagdo dupla de W9F Y140H ou uma mutagdo dupla de F78Y
Y140F de T. tengcongensis ou uma mutagdo de I145Y de PB1.
358. Proteina H-NOX isoléda, de acordo com qualquer
uma das reivindicac¢des 338, 339, 340, 341, 342, 343, 344,
345, 346, 347, 348, 349, 350, 351, 352, 353, 354, 355, 356

ou 357, caracterizada por compreender uma mutagdo que

corresponde a uma mutagdo de W9Y, uma mutag¢do de WI9H, uma
mutagido de WON, uma mutag¢do de N74H, uma mutag¢do de N74E,
uma mutac¢do de N74A, uma mutagdo de P1l15A, uma mutagdo de
R135Q, uma mutante duplo de ISL P115A, um mutante duplo de
N74A Y140H, ou um mutante duplo de W9F N74A de T.
tengcongensis.

359. Proteina H-NOX isolada, de acordo com qualquer
uma das reivindicag¢des 338, 339, 340, 341, 342, 343, 344,
345, 346, 347, 348, 349, 350, 351, 352, 353, 354, 355, 356,

357 ou 358, caracterizada pelo fato de que a proteina H-NOX

do tipo selvagem correspondente & uma proteina de mamifero.
360. Proteina H-NOX isolada, de acordo com a

reivindicagao 359, caracterizada pelo fato de que a

proteina H-NOX do tipo selvagem correspondente €& uma
proteina humana.
361. Proteina H-NOX isolada, de acordo com a

reivindicagao 360, caracterizada pelo fato de que a

proteina H-NOX do tipo selvagem correspondente & f1.
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362. Proteina H-NOX isolada, de acordo com qualquer
uma das reivindicag¢des 338, 339, 340, 341, 342, 343, 344,
345, 346, 347, 348, 349, 350, 351, 352, 353, 354, 355, 356,

357, 358, 359, 360 ou 361, caracterizada pelo fato de que a

proteina H-NOX do tipo selvagem correspondente €& uma
proteina bacteriana.
363. Proteina H-NOX isolada, de acordo com a

reivindicag¢do 362, caracterizada pelo fato de que a

proteina H-NOX do tipo selvagem correspondente & uma
proteina de T. tengcongensis.

364. Proteina H-NOX isolada, de acordo com qualquer
uma das reivindicag¢des 338, 339, 340, 341, 342, 343, 344,
345, 346, 347, 348, 349, 350, 351, 352, 353, 354, 355, 356,

357, 358, 359, 360, 361, 362 ou 363, caracterizada pelo

fato de que a kors para oxigénio da proteina H-NOX mutante &
entre cerca de 1,35 s! e 18 s' a 20°cC.

365. Proteina H-NOX isolada, de acordo com qualquer
uma das reivindicag¢des 338, 339, 340, 341, 342, 343, 344,
345, 346, 347, 348, 349, 350, 351, 352, 353, 354, 355, 356,

357, 358, 359, 360, 361, 362, 363 ou 364, caracterizada

pelo fato de que a proteina H-NOX mutante ndo & H-NOX WOF
de T. tengcongensis, H-NOX Y140F de T. tengcongensis ou f1
H-NOX (1-385) I145Y de H. sapiens.

366. Proteina H-NOX isolada, de acordo com qualquer
uma das reivindicag¢des 338, 339, 340, 341, 342, 343, 344,
345, 346, 347, 348, 349, 350, 351, 352, 353, 354, 355, 356,
357, 358, 359, 360, 361, 362, 363, 364 ou 365,

caracterizada pelo fato de que a proteina H-NOX mutante néao

&€ H-NOX Y140H de T. tengcongensis ou (1 1I140Y de H.

sapiens.
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367. Proteina H-NOX isolada, de acordo com qualquer
uma das reivindicagdes 338, 339, 340, 341, 342, 343, 344,
345, 346, 347, 348, 349, 350, 351, 352, 353, 354, 355, 356,
357, 358, 359, 360, 361, 362, 363, 364, 365 ou 366,

caracterizada pelo fato de que a proteina H-NOX mutante

esta ligada covalentemente a outra molécula ou porgdo.
368. Proteina H-NOX isolada, de acordo com a

reivindicagao 367, caracterizada pelo fatd de que a

proteina H-NOX mutante estd 1ligada covalentemente a
polietileno glicol.

369. Proteina H-NOX isolada, caracterizada por

compreender pelo menos uma mutagdo que altera a ko para
oxigénio ou reatividade de NO comparadas com agquelas da
proteina H-NOX do tipd selvagem correspondente, em que a
koss para oxigénio da proteina H-NOX mutante & de menos de
0,65 s a 20°C, e em que a reatividade de NO da proteina

H-NOX mutante & pelo menos 10 vezes menor do que aquela da

hemoglobina.
370. Proteina H-NOX isolada, de acordo com a
reivindicag¢ao 369, caracterizada pelo fato de dque a

proteina H-NOX mutante nao é H-NOX Y40L de T.
tengcongensis, H-NOX F78Y/Y140L de T. tengcongensis, H-NOX
WOF de T. tengcongensis, H-NOX Y140F de T. tengcongensis,
H-NOX do tipo selvagem de T. tengcongensis, 2 H-NOX F142Y
de L. pneumophilia, 2 H-NOX do tipo selvagem de L.
pneumophilia, P1 H-NOX I140Y de H. sapiens, 1 H-NOX do
tipo selvagem de H. sapiens, R. norvegicus sGC 1 H-NOX (1-
385), sGC B1 H-NOX (1-385) I145Y de R. norvegicus, sGC B1
H-NOX H105G de R. norvegicus, sGC 1 H-NOX H105F de R.

norvegicus, B1 H-NOX I145Y de R. norvegicus sGC, 1 H-NOX
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do tipo selvagem de R. norvegicus, fB1 H-NOX do tipo
selvagem de D. melanogaster, CG14885-PA do tipo selvagem de
D. melanogaster H-NOX, GCY-35 H-NOX do tipo selvagem de C.
elegans, H-NOX do tipo selvagem de N. punctiforme, H-NOX do
tipo selvagem de C. crescentus, H-NOX do tipo selvagem de
S. oneidensis ou H-NOX do tipo selvagem de C.
acetobutylicum.

371. Proteina H-NOX isolada, de acordo com gqualquer

uma das reivindicag¢des 369 ou 370, caracterizada pelo fato

de gque a korr para oxigénio da proteina H-NOX mutante é

1 e cerca de 0,65 s' a 20°cC.

entre cerca de 0,21 s~
372. Proteina H-NOX isolada, de acordo com qualquer

uma das reivindicacdes 369, 370 ou 371, caracterizada pelo

fato de que a constante de dissociagdo de O, da proteina H-
NOX mutante & entre cerca de 100 nM e cerca de 1,9 UM a
20°C.

373. Proteina H-NOX isolada, de acordo com gqualquer

uma das reivindica¢des 369, 370, 371 ou 372, caracterizada

pelo fato de que a reatividade de NO da proteina H-NOX

mutante é pelo menos 100 vezes menor do gque aquela da

hemoglobina.
374. Proteina H-NOX isolada, de acordo com a
reivindicagao 373, caracterizada pelo fato de que a

reatividade de NO da proteina H-NOX mutante & pelo menos
1.000 vezes menor do que aquela da hemoglobina.

375. Proteina H-NOX isolada, de acordo com dqualquer
uma das reivindicag¢des 369, 370, 371, 372, 373 ou 374,

caracterizada pelo fato de que a reatividade de NO da

proteina H-NOX mutante & de menos do que cerca de 700 st a

20°C.
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376. Proteina H-NOX isolada, de acordo com qualquer
uma das reivindicag¢des 369, 370, 371, 372, 373, 374 ou 375,

caracterizada pelo fato de que a taxa de auto-oxidagdo de

heme da proteina H-NOX mutante & de menos do que cerca de 1
h™t a 37°cC.

377. Proteina H-NOX isolada, de acordo com dqualquer
uma das reivindicag¢des 369, 370, 371, 372, 373, 374, 375 ou

376, caracterizada pelo fato de que a constante de

dissociag¢d3o de 0O, da proteina H-NOX mutante & entre cerca
de 100 nM e cerca de 1,9 puM a 20°C, e em que a taxa de
auto-oxidag¢do de heme da proteina H-NOX mutante & de menos
do que cerca de 1 h™' 37°C.

378. Proteina H-NOX isolada, de acordo com dqualquer
uma das reivindicac¢des 369, 370, 371, 372, 373, 374, 375,

376 ou 377, caracterizada pelo fato de que a constante de

dissociacdo de O, da proteina H-NOX mutante & entre cerca
de 100 nM e cerca de 1,9 puM a 20°C, e em gque a reatividade
de NO da proteina H-NOX mutante & de menos de 0,7 st.

379. Proteina H-NOX isolada, de acordo com dgqualgquer

uma das reivindicag¢des 369, 370, 371, 372, 373, 374, 375,

376, 377 ou 378, caracterizada pelo fato de que a taxa de

auto-oxidagdo de heme da proteina H-NOX mutante & de menos
do que cerca de 1 h™! a 37°C, e em que a reatividade de NO
da proteina H-NOX mutante & de menos do que cerca de 700 s
' a 20°cC.

380. Proteina H-NOX isolada, de acordo com qualquer
uma das reivindicag¢des 369, 370, 371, 372, 373, 374, 375,

376, 377, 378 ou 379, caracterizada por compreender pelo

menos uma mutag¢do da bolsa distal.

381. Proteina H-NOX isolada, de acordo com qualquer



10

15

20

25

30

85/89

uma das reivindicac¢des 369, 370, 371, 372, 373, 374, 375,

376, 377, 378, 379 ou 380, caracterizada por compreender

pelo menos uma mutag¢do que ndo estd na bolsa distal.
382. Proteina H-NOX isolada, de acordo com qualquer
uma das reivindicac¢des 369, 370, 371, 372, 373, 374, 375,

376, 377, 378, 379, 380 ou 381, caracterizada por

compreender pelo menos uma mutagdo na qual um residuo que
corresponde a Ile5, Asn74, Proll5 ou Argl35 de H-NOX de T.
tengcongensis & substituido por qualquer outro aminoacido.
383. Proteina H-NOX isolada, de acordo com qualquer
uma das reivindicag¢des 369, 370, 371, 372, 373, 374, 375,

376, 377, 378, 379, 380, 381 ou 382, caracterizada por

compreender pelo menos duas mutag¢des, em que pelo menos uma
mutacdo &€ a substituigdo de um residuo gque corresponde a
Ile5, Trp9, Asn74, Phe78, Proll5 ou Argl35 de H-NOX de T.
tengcongensis por qualgquer outro aminoacido.

384. Proteina H-NOX isolada, de acordo com dqualquer
uma das reivindicag¢des 369, 370, 371, 372, 373, 374, 375,

376, 377, 378, 379, 380, 381, 382 ou 383, caracterizada por

compreender uma mutagdo gque corresponde a uma mutagdao de
ISA de H-NOX de T. tengcongensis.

385. Proteina H-NOX isolada, de acordo com qualquer
uma das reivindicag¢des 369, 370, 371, 372, 373, 374, 375,
376, 377, 378, 379, 380, 381, 382, 383 ou 384,

caracterizada por compreender uma mutagdo que corresponde a

uma mutag¢do de N74H, uma mutagdo de N74E, uma mutagdo de
N74A, uma mutag¢do de P1l15A ou um mutante duplo de IS5L P1l15A
de H-NOX de T. tengcongensis.

386. Proteina H-NOX isolada, de acordo com qualquer

uma das reivindicag¢des 369, 370, 371, 372, 373, 374, 375,
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376, 377, 378, 379, 380, 381, 382, 383, 384 ou 385,

caracterizada pelo fato de que a proteina H-NOX do tipo

selvagem correspondente & uma proteina de mamifero.

387. Proteina H-NOX isolada, de acordo com a
reivindicacao 386, caracterizada pelo fato de que a
proteina H-NOX do tipo selvagem correspondente €& uma
proteina humana.

388. Proteina H-NOX isolada, de acordo com a
reivindicagdo 387, <caracterizada pelo fato de que a

proteina H-NOX do tipo selvagem correspondente & B1.

389. Proteina H-NOX isolada, de acordo com qgqualquer
uma das reivindica¢des 369, 370, 371, 372, 373, 374, 375,
376, 377, 378, 379, 380, 381, 382, 383, 384, 385, 386, 387

ou 388, caracterizada pelo fato de que a proteina H-NOX do

tipo selvagem correspondente & uma proteina bacteriana.
390. Proteina H-NOX isolada, de acordo com a

reivindicag¢do 389, caracterizada pelo fato de dque a

proteina H-NOX do tipo selvagem correspondente & uma
proteina de T. tengcongensis.

391. Proteina H-NOX isolada, de acordo com qualquer
uma das reivindica¢des 369, 370, 371, 372, 373, 374, 375,
376, 377, 378, 379, 380, 381, 382, 383, 384, 385, 386, 387,

388, 389 ou 390, caracterizada pelo fato de que a proteina

H-NOX mutante ndo & H-NOX Y140H de T. tengcongensis ou f1
I140Y de H. sapiens.

392. Proteina H-NOX isolada, de acordo com qualdgquer
uma das reivindicag¢des 369, 370, 371, 372, 373, 374, 375,
376, 377, 378, 379, 380, 381, 382, 383, 384, 385, 386, 387,

388, 389, 390 ou 391, caracterizada pelo fato de que a

proteina H-NOX mutante estd ligada covalentemente a outra
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molécula ou porgdao.
393. Proteina H-NOX isolada, de acordo com a

reivindicag¢do 392, caracterizada pelo fato de que a

proteina H-NOX mutante estd 1ligada covalentemente a
polietileno glicol.

394. Proteina H-NOX isolada caracterizada por ser

selecionada do grupo gque consiste em H-NOX I5A de T.
tengcongensis, H-NOX ISL de T. tengcongensis, H-NOX I5L-
P115A de T. tengcongensis, H-NOX W9F de T. tengcongensis,
H-NOX W9F-Y140L de T. tengcongensis, H-NOX W9F-Y140H de T.
tengcongensis, H-NOX W9F-N74A de T. tengcongensis, H-NOX
W9Y de T. tengcongensis; H-NOX WI9N de T. tengcongensis, H-
NOX W9H de T. tengcongensis, H-NOX N74E de T.
tengcongensis, H-NOX N74A de T. tengcongensis, H-NOX N74H
de T. tengcongensis, H-NOXN74A-Y140H de T. tengcongensis,
H-NOX F78Y-Y140F de T. tengcongensis, H-NOX Pl15A de T.
tengcongensis, H-NOX R135Q de T. tengcongensis, H-NOX Y140F
de T. tengcongensis, H-NOX Y140H de T. tengcongensis, H-NOX
Y140A de T. tengcongensis, I75F-His6é de T. tengcongensis,
I75F de T. tengcongensis, L144F-His6é de T. tengcongensis,
L144F de T. tengcongensis, L2 F9 W-F142Y, H-NOX(728-899) de
D. desulfuricans, H-NOX Y139L de D. desulfuricans, p1(1-
385), PB1(1-385) 1I145Y, P1(1-385) TI145H, P1(1-194), P1(1-
194) I145Y, B1(1-194) LOWI1l45Y, B2(1-217), B2(1-217) I142Y,
H-NOX (1-175) de C. botulinum, H-NOX(1-186) de C. botulinum,
H-NOX (1-197) de C. acetobutylicum, H-NOX(1-183) de C.
acetobutylicum e H-NOX GCY-35(1-252) de C. elegans.

395. Proteina H-NOX isolada caracterizada pelo fato de

ser selecionada do grupo que consiste em H-NOX IS5A de T.

tengcongensis, H-NOX I5L de T. tengcongensis, H-NOX I5L-
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P115A de T. tengcongensis, H-NOX WOF-Y140L de T.
tengcongensis, H-NOX W9F-Y140H de T. tengcongensis, H-NOX
WO9FN74A de T. tengcongensis, H-NOX W9Y de T. tengcongensis,
H-NOX WON de T. tengcongensis, H-NOX WOH de T.
tengcongensis, H-NOX N74E de T. tengcongensis, H-NOX N74A
de T. tengcongensis, H-NOX N74H de T. tengcongensis, H-NOX
N74A-Y140H de T. tengcongensis, H-NOX F78Y-Y140F de T.
tengcongensis, H-NOX P115A de T. tengcongensis, H-NOX R135Q
de T. tengcongensis, H-NOX Y140H de T. tengcongensis, H-NOX
Y140A de T. tengcongensis, I75F-Hisé de T. tengcongensis,
I75F de T. tengcongensis, L144F-His6é de T. tengcongensis,
L144F de T. tengcongensis, 2 F9W-F142Y de L. pneumophilia,
H-NOX (728-899) de D. desulfuricans, H-NOX Y139L de D.
desulfuricans, P1(1-385) I145H, P1(1-194), B1(1-194) I145Y,
B1(1-194) LO9W-I145Y, B2(1-217), P2(1-217)1142Y, Cb H-NOX(1l-
175), Cb H-NOX(1l-186), H—NOX(1-197) de C. acetobutylicum,
H-NOX (1-183) de C. acetobutylicum, e H-NOX GCY-35(1-252) de
C. elegans.

396. Proteina H-NOX isolada, de acordo com qualquer
uma das reivindicag¢des 379, 380, 381, 382, 383, 384, 385,
386, 387, 388, 389, 390, 391, 392, 393, 394 ou 395,

caracterizada pelo fato de que a constante de dissociagdo

de O, da proteina H-NOX estd dentro de 2 ordens de
magnitude daquela de hemoglobina alfa de Homo sapiens.

397. Proteina H-NOX isolada, de acordo com gqualquer
uma das reivindica¢des 379, 380, 381, 382, 383, 384, 385,
386, 387, 388, 389, 390, 391, 392, 393, 394, 395 ou 396,

caracterizada pelo fato de que a reatividade de NO da

-

proteina H-NOX é pelo menos 10 vezes menor do que aquela de

hemoglobina alfa de Homo sapiens.
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398. Acido nucléico recombinante caracterizado por

codificar uma proteina H-NOX de qualquer uma das
reivindicag¢des 279-397.

399. Vetor, caracterizado por compreender um &cido

nucléico da reivindicagdo 398.

400. Célula, caracterizada por compreender um &cido

nucléico da reivindicagao 398.

401. Célula, caracterizada por compreender um vetor da

reivindicagdo 399.
402. Método de produgdo de uma proteina H-NOX,

caracterizado por compreender o cultivo de uma célula que

compreende um &cido nucléico que codifica uma proteina H-
NOX de qualquer uma das reivindicagdes 279-397 sob
condi¢des adequadas a produgdo da proteina.

403. Método, de acordo com a reivindicagdo 402,

caracterizado ainda por compreender a etapa de purificagdo

da proteina H-NOX.
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‘Figura 1B
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Figura 5A
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Figuras 6A ‘e 6B
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Figuras 7A-7F
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Seqiéncias de H-NOX mutante e a VT H-NOX parente

NUCLEOTIEDOS seguidos por AMINOACIDOS

A‘I’GAAGGGGACAATCGTOGGGACATGGATAAAGACCC’I’GAGGGACC’I’I‘I‘ ACGGGAATGATGT
B GGIT‘BAT‘GAATCTTFAAAAAGTC?!‘QGGTTGGGAACCAGATAGGGTAA'IT" C‘ACCT CIGGAGG

CTCCTATITTGC GGGAGAAGGCTAGTGAAT’ITT'ITAATGATGATGGATGAGGTACACCYACA
‘GCTTAS 'CAAGATGATAAAAGGAGCCACTCCTCCAAGGCITATTGCAAAGCCI‘G’I‘IGCAAAAG

; AGGGTAG’ITCTAAA TTTTCAAGC :
..,GATGGCI’[TTCAAGGCTAAAAG’FCAGGATMAA‘I‘I‘TAAAAACCCCGTW{TGAGTGA

(SEQ ID NO:54)

“MKGTIV G’I‘WIIC‘ILRDLYGNDWDESLKSVGWBPDRVXTPL’EDIDDDEVRRIFAKV SEKTGKNVNEL
’ WREVGRQNIKTESEWFPSYFAORRLVNFLWMDEVHLQLTKLHKGAT?PRLIAKPVAKDAIEME
:i’YVSKRKMY DYFLGL!EGSSKFFKEEIS VEEVBRGBKDGFSRLKVRIK?KN?VFE

AID. DE SEQ. mn°%: 55)

/ CGT OGGGACATGGATAAAGACCCT GAGGGACC’ITF ACGGGAATGATGT

; -:-’s,f.;SKRKWDFFLGL‘!BGSSKFFKEEISVBEVERGEKDGFSRLKVR[KFKNPVFB

Figura 8A
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Y1401,

(ID. .DE SEQ. JNen 57)

A’I‘GAAGGGGACAATCGTCGG GACATGGATAAAGACCCTGAGGGACCTIT. ACGGGAATGA’IGT
GGTTGA’I‘GAATC’ITTAAAAAGTGTGGGTTGGGAACCAGATAGGGI’ 'AATTACACCTCTGGAGG
ATATTGATGACGATGAGGTTAGGAGAATTTTTGCTAAGGTGAGTGAAAAAACTGGTAAAAAT
GTCAACGAAATATGGAGAGAGGTAGGAAG GCAGAACATAAAAACTITCAGCGAATGG‘ITI‘CC
CTCCTATITTGCAGGGAGAAGGCTAGTGAATTITITAATGATGATGGATGAGGTACACCTACA
GCTTACCAAGATGATAAAAGGAGCCACTCCT CCAAGGCTTATTGCAAAGCCTGTTGCAAAAG
ATGCCATTGAAATGGAGTACGTITCTAAAAGAAAGATGTACGATCTTTTTTTAGGGCTTATAG
AGGGTAGTTCTAAATTTTTCAAGGAAGAAATTTCAGTGGAAGAGGTCGAAAGAGGCGAAAAA
GATGGCTTTTCAAGGCTAAAAGTCAGGATAAAATTTAAAAACCCCGTTTTITGAGTGA.

(SEQIDNO:S8).
MKGTIVGTWIKTLRDLYGNDWDESLKSVGWBPDRVITPLBDIDDDBVRRIFAKVSEKTGKNVNEI'V
WREVGRQI\H(TFSEWFPSYYAGRRLVNFMH@EV}EQLMGATPPRLIAKPVAKDAEME
YVSK.RKMYDLFLGLIBGSSKFFKEBISVEEVERGEKDGFSRLKVRIKFKN’PVFE

. Y140H -
,(ID DE SEQ N"" 59)

GGTi’ GATGMTCI'ITAAAMG‘I‘GTGGG‘ITGG GAACCAGATAGGGT AATTACACCI'CTGGAGG

ATATTGATGAC GATGAGG’ITAGGAGAAT’IT!TGCPMGGTGAGTGAAAAAACT GGTAAAAAT

GTCAACGMATATGGAGAGASGTAGGAAGG CAGAACATAAAAACTTTCAGCGAATGGTTICC
C!‘CC!‘A'I’['I‘TGCAGGGAG AAGGCTAGTGAATTITITAATGATGATGGATGAGGTACACCTACA
GCTTACCAAGATGATAA AAGGAGCCACTCCTCCAAG GCTTATTGCAAAGCCTGTTGCAAAAG

ATGCCATTGAAATGGAGTACGTTTCTAAAAGAAAGATGTACG. ATCACTTTTTAGGGCTTATAG
AGGGTAGTTCTAAATITITCAAGGAAGMA’ITI‘CAGTGGAAGAGGTCGAAAGAGGCGAMAA
GATGGCI'ITI‘CAAG GCTAAAAGTCAGGATMAATI‘TAAAAAC CCCGTI'ITI' GAGTGA

(ID, DE SEQ. N®:i- 60 v
MCKGTIVGTW]K’!'LRDLYGNDVVDBSLKSVGWEPDRVITPLBDIDDDBVRRIFAKVSBKTGKNVNEI‘.'"
WRBVGRQNIKTFSEWPPSYPAGRRLVNFLMMMDEVHLQLTXMH(GATPPRLIAKPVAKDAIEME
YVSI{RKMYDHPLGLIEGSSKFFKEBISVEEVBRQEKDGPSRLKVRKPWYR

ATA*ITGATGACGATGAGo*rmammnrmémmamm
GTCMCGMATATGGAGAGAGGTAGGAAGGCAGAACAT AA,

GATGGCI'ITFCAAGGCTAMAGTCAGGATMAAWAAAAACCCCWGAGTGA ”

23

{ID. DE SEQ. 'N°: 62)
MKG’IWGTWIK’I‘LRDLYGNPWDE_SLKSVGWBPDRV!‘I’PL’EDDDDDEVRRIFAKVSEKTGIG‘IVNB{
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(ID. DE SEQ Ne: 63)

ATGAAGGGGACAATCGTCGGGACATITATAAAGAOCCI‘ GAGGGAC CTTTACGGGAATGATGT
,GGT‘TGATGAATCITI‘AAAMGTGTGGGTT 'GGGAACCAGATAGGGTAATTACACCTCTGCAGG
ATATTGATGACGATGAGGTTAGGAGAATTITTGCTAAGGTGAGTGAAAAAACTGGTAAAAAT
.GTCAACGAAATATGGAGAGAGGT. AGGAAGGCAGAACATAAAAACTTTCAGCGAATGGTTTCC
: C'DCCTATITTGCAGGGAGAAGGCT AGTGAATTTTITAATGATGATGGATGAGGTACACCTACA

\ GCI'TACCAAGATGATMAAGGAG CCACTCCTCCAAGGCTTATTGCAAAGCCTGTIGCAAAAG
ATGCCA’ITGAAATGGAGT ACGTTTCTAAAAGAAAGATGTACGATTACTTTTTAGGGCTTATAG

. GGGTAGT[‘CI‘AAA’ITI‘I’I‘CAAGGAAGAAA’ITTCAG‘I’GGAAGAGGTCGAAAGAGGCGAMAA..
GATGGCTI“TTCAAGGC'I'AAAAGTCAGGATAAAA’ITI‘AAAAACCCCG’[TNTGAGTGA

. (SEQ 1D NO:64)

MKGTIVGTFIKTLRDLYGNDVVDE SLKSVGWEPDRVITPLEDIDDDBVRRIFAKVS‘EKTGKNVNEI
: WREVGRQNH('I'FSE\VFPSYFAGRRLVNFLMWDEVI‘E.QLTKMIKGATPPRLIAKPVAKDAIEME
YV Y1 YFLGL[EGSSKFFKEEISVEEVERGBKDGFSRLKVRIKFKNPVFB

(ID DE SEQ N° : 65)
. KITGAAGGGGACM‘ICGTCGGGACA’IT!‘ATAAAGACCCT GAGGGACCITT ACGGGAATGATGT
‘GGTT GATGAATCI’I‘T AAAAAGTUTGGGTT "GGGAACCAGATAGGGTAATTACACCTCT GGAGG
~ATATTGATGACGATG AGGTTAGGAGAATTYI’TG CT: AAGGTGAGTGAAAAAACTGGTAAAAAT
G‘I‘CAACGAAATATGGAGAGAGG‘I‘AG GA AGGCAGAACATAAAAACITI‘ CAGCGAATGGTTTCC
.CTCCT. ATI'I'I‘GCAGGGAGAAGGCTAGTGAA‘YY!’!’ITAA‘IGATGA’IGGATG AGGTACACCTACA
: GCWACCAAGATGAIMAAGGAGCCAC{CCFCCAAG GCTTATTGCAAAGCCTGTTGCAAAAG
""ATGCCA'ITGAAAT’GGAGTACGTYT CTAAA 'GMAGA’IUTACGA CLTTTTTTTAGGGCTTATAG
AGGGTAGIT! CTAMWMGGAAGAAA’I’ITCAGT GGMGAGGTCGAAAGAGGCGAMAA
GATGGCFTTTCAAGGCT. AAMGTCAGGATAMAWAM&KCCOCGTWWGAG‘YOA

J(SEQID'NO:66)

ke MKG’I'WG’H’IK’ILRDLYGNDWDESLKSVGWEPDRVI‘I?LED:DDDEVRR}FAKVSBK’FGKNVNEI
WRBV.GRQN!KTFSBWFPSYFAGRRLVNFLMMMDEVHLQLTKMIKGATPPRLIAKPVAKDAIBMB
‘:YVSIQ?.KMYDFFLGLIBGSSKFFKEEISVEBVERGEKDGFSRLKVRH(FWVFB

(2 wgwyuon "

--ATGOCA’ITGAAATGGAGTAOG‘I‘ITC‘I‘AAAAGAAAGATGTA, : T
AGGGTAGITCTAAATTTTTCAAGUAAGAAATTTCAGTGGAAG GTCGAAAGAGGCGAAAAA
X AAGGCTAAAAGTCAGGATAMATTTAAMACCCCGWGAGTGA

(m
NIKGTIVGTPIKTLRDLYGNDWDE SLKSVGWEPDRVIWLEDIDDDEVRRIPAKVSBKTGKNVNE[
R ! ,.EVI'ILQLTKMIKG IAKPVAKDAIBME

Figura 8¢
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F- 74,

(ID. DB SEQ. N°: 69)

ATGAAGGGGACAATCGTCGGGACA’ZTTATAMGACCCT 'GAGGGACCTTT: ACGGGAATGATGT '
GGIT GATGAATCITI‘ AAAAAGTGTGGGTTG GGAACCAGATAGGG’I’ AATTACACC’I‘CTGGAGG

ATATTGATGACGATGAGGT’I‘ AGGAGAA‘ITTTI‘GCI’AAGGTGAGTGAAAAMCT GGTAAAAAT

GTCAACGAAATATGGAGAGAGGTAGGAAGGCAGGCAATAAAAACTTTCAGCGAATGGTTTCC

CICCTATTTTIGCAGGGAGAAGGCTAGTGAATITITTAATGATGATGGATGAGGTACACCTACA
GCTTACCAAGATGATAAAAGGAGCCACTCCTCCAAGGCTTATTGCAAAGCCTGTTGCAAAAG
ATGCCATTGAAATGGAGTACGTTTCTAA AAGAAAGATGTACGA'ITACTI’IT!‘ AGGGCTTATAG
AGGGTAGTTCTAAATTTTTCAAGGAAGAAATTTCAGTGGAAGAGGTCGAAAGAGGCGAAAAA
’GATGGCITI'I‘CAAGGCTAAAAGTCAGGATAAAATYTAAMACCCOG’ITYIT GAGTGA

:(ID DE SEQ N"’ 70)
'MKG‘HVGTPIK’!’LRDLYGNDVVDESLKSVGWEPDRVITPLEDIDDDBVRR!FAKVSEKTGKNVNEI
‘WREVGRQAXK’IPS EWPPSYFAGRRLVNFLMMMDBVHLQL’IKMIKGATP?RLIAKPV AKDAIEME
YVSKRKMYDYFLGLIBGSSKFFKEBISVBBVERGBKDGF SRLKYRIKFKNPVFE

»(ID DE SEQ N°: 71)
ATGAAGGGGACAATCGTC‘GGGACATACATAAAGACCCTGAGGGACCTITACGGGAATGATGT

GG’ETGATGAATCTITMAAAGTGTGGGTYGGGAACCAGATAGGGT AATTACACCTCTGGAGG

ATATTGATGACGATGAGGTTAGGAGAATTTITGCTAAGGTGAGTGAAAAAACTGGTAAAAAT

GTCAACGAAATATG GAGAGAGGTAGGAAGGCAGMCATAAMACITF CAGCGAATGGTTTCC

CTCCTATITIG CAGGGAGAAGGCTAGTGA.ATT!'I"ITAATGATOATGGATGAGGTACACCT ACA
GCTTACCAAGATGATAAAAGGAGCCACTCCTCECAAGGCTT. ATTGCAAAGCCTX GTTGCAAAAG
A’I’GCCA’ITGAAA’I‘GGAGTAOGTITCT ‘AAAAGAAAGATGTACGATTACTTTTTAGGGCTTATAG

AGGGTAGTTCT AAA ’f I'TT ,'CAAGGAAGAMT'ITCAGTGGAAGAGG’EUGAMGAGGCGAAAAA :

(SEQ ID NO: 72)

MKGTIVGTYIKTLRDLY GNDVVDESLKSVGWEPDRVITPLEDIDDDE VRRIFAK VSEKTGKNVNEI.
WREVGRONIKTFSEWFPSYFAGRREVNFLMMMDEVHLQLTKMIKGATPPRLIAKPVAKDAIEME
YVSKRKMYDYFLGLIEGSSKFFKEEISVEEVERGEKDGFSRLKVRIKFKNPVFE;

T WON
(ID DE SEQ ‘N1 73)
ATGAAGGGGACAATCGTCGGGACAAATATAAAGACCCTGAGGGACCTTTACK

GGTX‘GATGAATCTTTAAAAAGTG‘:GGGTTGGGAACCAGATAOGGPAAWACACCT CTGGAGG
ATATI‘GATGAOGATGAGG’ITAG AGAATTITIGCT. AAGGTOAGT GAZ CI‘ GGTAAAAAT

(ID, 'DE SEQ. N°: 74}

WG“VGTN&KTLRDLYGNDWDESLKSVGWEPDRVITPIEDIDDDEVRNFAKVSEKTGKNVNEI
WR.EVGRQN!KTFSBWFPSYFAGRRLVNFLNHM&DBVHLQLTKMKGA’I’PPRLIAKPVAKDAIM
YVSKRKMYDYFLGLIEGSSKFFKEEISVEEVERGEKDGFSRLKVRIKFKNPVEE

Figura 8D
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(ID. DE SEQ. N° 75).
ATGAAGGGGACAATCGTCGGGACACACATAAAGACCCTGAGGGACCTTT. ACGGGAA'FGATGT
GGTTGATGAATCTTTAAAAAGTGTGGGTTGGGAACCAGATAGGGTAATTACACCTCTGGAGG
ATATTGATGACGATGAGG’!TAGGAGAA’ITI‘ITG CTAAGGTGAGTGAAAAAACTGGTAAAAAT
GTCAACGAAA‘!‘ATGGAGAGAGGTAGGAAGGCAGAACATAMAACTITCAGCGAATGGT!TCC
CTCCTATTTTGCAGGGAGAAGGCTAGTGAATTTTITAATGATGATGGATGAGGTACACCTACA
GCTTACCAAGATGATAAAAGGAGCCACTCCTCCAAGGCTT. ATTGCAAAGCCTGTTGCAAAAG
ATGCCATTGAAATGGAGTACGTTTCTAAAAGAAAGATGTACGATTACTTTTTAGGGCTTATAG
AGGGT AGTTCTAAA’I‘T'ITFCMOGAAGAAA’I’ITCAGTGGAAGAGGTCGAAAGAGGCGAAAAA
GA‘(‘GGC’I’ITI‘ CAAGGCI.‘ AAAAGTCAGGATAAAAHTAAAAACCCCGT]TITGAGTGA

(ID. DE SEQ. N® 76)

: MKGT!VGT!-HK’!LRDLYGNDWDESLKSVGWEPDRVI‘I’PLBD!DDDEVRRIFAKVSEKTGK‘NVNEI
' WREVGRQNHCI‘FSEWFPSYFAGRRLVNFLWMDEV PEQLTKMKGA]TPRUAKPVAKDAIM
“YVSKRKMYDYFLGLIEGSSKFF KEBISVBEVBRGEKDGFSRLKVRJKFKNPVFE

L ISA

(IDb..'DE. SEQ. N° 77},

ATGAAGGGGACAGCAGTCGGGACATGGATAAAGACCCT GAGGGACCT’IT ACGGGAATGATGT

GGTIGATGAATCITI‘AAAAAG’I‘G’I’GGG‘ITGGGAACCAGATAGGGPAATTACACCI‘CTGGAGG
 ATATTGATGACGATGAGGTTAGGAGAATTTTITGCT AAGGTGAGTGAAAAAACTGGTAAAAAT

GTCAACGAAATATGGAGAGAGGTAGGAAGGCAGMCA’I‘AAAAAC'I‘I’I‘CAGCGAATG GTTTCC

CI‘CCI’ATITI‘GCAGGGAGMGGC'I'AGTGAAWAATGATGATGGATGAGGTACACCT ACA .
. GCTTACCAAGATGATAAAAGGAGCCACTCCTCCAAGGCTT. ATTGCAAAGCCTGTTGCAAAAG

ATGCCATI'GAM’IUGAGTACG’[’ITCTAAAAGMAGATGTACGAT’I‘AC‘I’I‘ TTTAGGGCTTATAG
L 'AAGGAAGAAA’!TI’CAGTGGAAGAGGTCGAAAGAGGCGMAAAx

GATGGCTTTTCAAGGCT: AAAAGTCAGGATAAAATTTAAAAACCCCGTTTITGAGTGA

(ID, 'DE ' SEQ. :N°"78)

MKGT ',VGTWIKTLRDLYGNDWDESLKSVGWEPDRVI‘I‘PLBDIDDDBVRR]FAKVSEKTGKNVNE‘
IWREVGRQNIKWSE\VFPSYFAGRRLVNFLMMMDEV!-EQLTKMH(GATPPRLIAKPVAKDAIEME
YVSKRKMYDYFLGMEGSSKFFKEEISVEEVERGEKDGFSRLKVRMKNPVFE '

n gL

CGAIGAG 7fGGAGAAJTTTTGCTAAGGTGAGTGAAAAAACTGG?AAAAAT
TATGGAG AGG’I‘AGGAAGGCAGAACATAAAAACT‘ZTCAGCGAATOG’I‘I‘TCC
AAGC T ,TTKHTAAIGATGATGGAIGAGGTACAccnumx

(ID ‘DE SEQ N° 80)
MKG’I’LVGTW’IKTLRDLYGNDVVDESLKSVGWEPDRVH’PLEDXDDDEVRRIFAKVSBKTGKNVNE
IWREVGRQNIKTFSE’WFPSYFAGRRLVNFLMMMDBVHLQLTKJWH(GATPPRLIAKPVAKDA!EME
YV SKRKMYDYFLGLIEGSSKFFKEEISVEEVERGEKDGFSRLKVRIKFKNPVFE

Figura 8E
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Te ISL-PLISA

(ID DE SEQ. N°: 81)
‘ATGAAGGGGACACTTGTCGGGACATGGATAAAGACCCTGAGGGACCTTTACGGGAATGATGT
GGTTGATGAATCTTTAAAAAGTGTGGGTTGGGAACCAGATAGGGTAATTACACCTCTGGAGG
,ATA’I’I‘GA‘IGACGATGAGG’IT AGGAGAATTTTTGCTAAGGTGAGTGAAAAAACTGGTAAAAAT
GT! CAACGAAATATGGAGAGAGGTAGGAAGGCAGAACATAAAAAC’ITI‘CAG CGAATGGTTTCC
CICCTATTTTGCAGGGAGAAGGCTAGTGAATTTTITTAATGATGATGGATGAGGTACACCTACA
GC’I‘I‘ACCAAGATGATAAAAGGAGCCACTCCTGCAAGGCTT ATTG CAAAGCCTGTTGCAAAAG:
ATGCCATTGAAATGGAGTACGTTTCT AAAAGAAAGATGTACGATTACTTITTAGGGCTTATAG
AGGGTAGTTCTAAATTTTTCAAGGAAGAAATTTCAGT GGAAGAGGTCGAAAGAGGCGAAAAA
GATGGCTTTTCAAGGCTAAAAGT! CAGGATAAAATTTAAAAACCCCGTTTITGAGTGA -

(ID. DE SEQ. N°: 82) )
hﬂ(GTLVGTWIK’l‘LBDLYGNDVVDESLKSVGWBPDRVlTPL‘EDIDDDEVRRIFAKVSBKTGIQiVNB
EWRBVGRQNIKTFSEWFPSYFAGRRLVNFLNRWMDEV!-H,QLIKMKGATPARLIAKPVAKDAIBMB
YVSKRKMYDYFLGLIBGSSKFFKEEISVEBVERGEKDGFSRLKVRIKFKNPVFE

(ID: 'DE SEQ. ‘N%: 83)

ATGAAGGGGACAA’ICGTCGGGACATGGATAMGACCCTGAG GGACCTIT: ACGGGAATGATGT
GG’ITGATGAATC’I'ITAAAAAGTGTGGGT!‘GGGAACCAGATAGGGTAA’ITACACCT CTGGAGG

ATATI‘GATGACGATGAGG’ITAGGAGAAT’}TTTGCT AAGGTGAGTGAAAAAACTGGTAAAAAT
GTCAACGAAATATGGAGAGAGGT. AGGAAGGCAGAACATAAAAACTTTCAGCGAATGGTTTCC.
CTCCTATTTTGCAGGGAGAAGGCTAGT GAAT’I'I'ITPAATGA’FGATGGA’EGAGGTACACCTACA
GCTITACCAAGATGATAAAAGGAGCCACTCCTGC! CAGGCTTATTGCAAAGCCTGTTGCAAAAG

ATGCCATTGAAATGGAGTACGTITCT AAAAGAAAGATGTACGATTACTTITITAGGGCTTATAG
- AGGGTAGTTCTAAATTT]
GATGGCTTTICAAGGCT. AAAAGTCAGGATAMAHTAN\AAOCCCG’I’ITITGAGTGA

(ID /DE SEQ, 'N°: 84)

MKGTIVGTWIKT RDLY "VVDESLKSVGWEPDRVITPLE.DIDDDE‘{I;RIFAKVSEKTGKNVNBI‘
WREVGRQNIK TFSEWFPS YFAGRRLVNFLMMMDEVHLQLTKMIKGATPARLIAKPVAKDAIEME
YVsKRKMYDYquEGSSKFFKEBISVEEVERGBKDGFSRL"\_VRn{FKNPVFE

% N7 A'Ef

(ID DE SEQ Ne:  85)
ATGAAGGGGACAATCG TCGGGACATGGATAAAGAGCCT GAGGGACCTTT. ACGGGAATGATGT
GGTI‘GATGAATCTIT AAAAAGT GTGGGTTG ,AACCAGATAGGGT AATTACACCTCTGGAGG

; ‘ ) \GAATTTTIGCT, MGGTGAGTGAAAAAACT GGTAAAAAT

cr | GCTAGTGA r
, GCTI‘ACCAAGATGATAAAAGGAGGCACT CCAAGGCTI‘AT!‘GCAAAGCCI‘G‘I'I’GCAAAAG
\TGCCA ‘ T j AAGA' | AWAC’{'I‘IT!‘AGGGC‘I‘I‘ATAG

- AGGGTAGTTCTAAATTTTT( : \ s O AN A
GATGGCTTTTCA: GGCTAAAAGTCASGATAAAA‘I‘I‘PMAAACCCCGTI‘!TTGAGTATAAGAAA‘
AATTGA :

(ID DE SEQ: N%: 86) .
MKGTNGTWIKTLRDLYGNDWDESLKSVGWBPDRVITPLBDH)DDEVRRIFAKVSBKTGKNVNBI
WREVGRQEIKTFSEWFPSYFAGRRLVNFLMEVMLTKM!KGAWPRLMKPVA&DAEMEY
VSKRKMY DYFLGLIEGSSKFFKEEISVEEVERGBKDGFSRLK VRIKFKNPVFEYKKN

TCAAGGAAGAAATTTCAGTGGAAGAGGTCGAAAGAGGCGAAAAA:
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7% N7TSA/Y140H

-(ID DE SEQ N" 87)
;GG'I"I‘GA‘IGAATC’ITTAA.AAAG’I‘G?GGG’I’I‘GGGAACCAGATAGGGTAA’!TACACCTC‘I’GGAGG
ATAﬂ‘GATcAccATGAGGTTAGGAGAATmmcrAAGcmAGTGAAAAAAcmGTAAAMT
CTCCPA‘!‘I'!TGCAGGGAGAAGGCFAGTGAA’H‘IT!‘I‘AATGATGAWGA?‘GAGGTACACCFACA
GCTTACCAAGATGATAAAAGGAGCCACTCCTCCAAGGCTTATTGCAAAGCCTGTTGCAAAAG.
ATGCCATTGAAATGGAGTACGTTICTAAAAGAAAGATGTACGATCACTTTTITAGGGCTTATAG
AGGGTAG’I‘I‘C’I‘AAATI'I'I‘I‘CAAGGAAGAAATITCAG‘?GGAAGAGG‘I’CGAAAGAGGCG&MAA
iiTGGC'ITITCAAGGCTAAAAGTCAGGATAAAA’I‘I"I‘AAAAACCCCGT!“F}"I‘GAGTATAAGAAA
AATTGA

-(ID DE SE»Q N° 3 88)
‘,MKGTIVGTWIKTLRDLYGNDVYDESLKSVGWEPDRVITPLBD]DDDBVRR{FAKVSEKTGKNVNBX
'WREVGRQAIKTFSEWFPSYFA‘GRRLVNFLNWDEVHLQLTKMIKGATPPRLEAI(PVAKDAIEME
E-YVSKRKMYDHFLGLIEGSSKFFKBEISVEEVERGEKDGFSRLKVRIKFKNPVFEYKKN ’

i3 fmasghmég“ - S

( ID. DE SEQ N°: 89)

ATGAAGGGGACAA’I’CGTOG GGACATGGATAAAGACCCTGAGGGACCTTTACGGGAATGATGT
GGTTGATGAATCI‘ITAAAAAGTGTGOGTI‘GGGAACCAGATAGGGT AATTACACCTCTGGAGG
ATATTGATGACGATGAGGTT. AGGAGAATTTTTGCT. AAGGTGAG’PGAAAAAAC’I‘G GTAAAAAT
,G’I‘CAA AAATAT GGAGAGAGGTAGGAAGGCAGAACATAAAAACTIT CAGCGAATGG’ITT CC »

(ID DE SEQ N°: 90}

MKGTIV GT\VH(T’LRDLYGNDVVDBSLKSVGWBPDRVJTPLBDIDDDEVRRIF AKVSEKTGKNVNE!
WREV GRQN!KTFSEWFPSYFAGRRLVNFLMMMDBVHLQLTKMIKGATPPRLIAK?VAKDAIEME
YVSKQKWDYFLGLIEGSSKFFKBE!SVEEVERGEKDGPSRLKVRIKFKNPVFEYKKNLEH}MHHH

Figura 86
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TLNI4A

(ID. DE SEQ. N°: 91)
ATGAAGGGGACAATCGTCGGGACATGGATAAAGACCCI‘GAGGGACCFI‘!‘ACGGGAATGATGT
~ GGI‘TGA’!‘GAATC}‘TPAAAA.AGTG’X‘GGG‘ITGGGAACCAGA’I‘AGGGTAA’!‘TACACCTCTGGAGG
.ATA‘!TGATGACGA‘BGAGGTrAGGAGAAmTrGCTAAGGTGAGTGAAMAACTGGTAAAAAT
GTCAACGAAATATGGAGAGAGGTAGGAAGGCAGGCCATAAAAACI'ITCAGCGAATGGTI'PCC
: CI‘CCI‘ATFI‘I’GCAGGGAGAAGGCrAGTGAAmAATGATGATGGATGAGGTACAOCTACA
GC'ITACCAAGATGATAAAAGGAGCCACI‘CCTCCAAGGCITA'ITGCAAAGCC!‘G‘I‘I‘GCAAAAG
: ATGCCA’!TGAAA‘I‘GGAGTACGTITCPAAAAGAAAGATGTACGATPACTWHAG GGCTITATAG
iAGGGTAGTTCTAAATTHTCAAGGAAGAMTTTCAGTGGAAGAGGTCGAAAGAGGCGAAAAA
GA’IGGCTI’I‘TCAAGGCI‘AMAGTCAGGATAAAAWAAAAACOCOGTI’HTGAGTATAAGAAA
AATTGA

(ID. DE SEQ. 'N°: 92)

' MKGT’IVGTW!K’I'LRDLYGNDVVDESLKSVGWEPDRVITPLEDIDDDBVRRIFAKV SEK’I’GKNVNEI
WREVGRQAH('I'FSEWFPSYPAGRRLVNFLWBVHLQLMGATPPRLIAKPVAKDMEME
WSKRKMYDYFUGLIEGSSKFFKBBISVBEVERGEKDGFSRLKVRH(FKNPVPEYKIQQ

’g; mgA.msﬁ

(ID: DE SEQ. N°: 93)
AmAAGGGGACAATCGTGGGGAC‘A&TGGATAMGACCGTGAGGGACCI'{'YACGGGMTGATGT
GGI'IGATGAAWAAAMGTGTGGG’HGGGAACCAGATAGGGTAATTACAOCTC’IGGAGG
ATA’[TGA'I:GACGATGAGGTFAGGAGMWAAGGTGAGTGAMAM@GGTAAMAT
GmmAMTAmAGAGAGGT AGGMGGCAGGCCATAMMMGCGMTWC ‘
CI‘CCTAT‘I’ITGCAGGGAGAAGGCFAGTGAA‘ITTTITAATGATGA’I‘GGATGAGGTACACCTACA .

GCTTACCAAGATGATAAAAGGAGCCACTCCTCCAAGGCTTATIGCAAAGCCTGTTGCAAAAG.
kTGOCATTGAAATGGAGTACGITI‘CTAAAAGAAAGATGTAOGAT_FJ, CITTTTAGGGCTTATAG:

WSKRKMYDWLIBGSSKFFKEHSVBEVERGEWFSRLKVWPVFBWM ;

Figura 8H
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( ID. DE SEQ. N°: 95)

ATGAAGG GGACAATCGTCGGGACAAATATMAGAOCCT GAG GGACCTTT. ACGGGAATGATGT
. GGTTGATGAATCTITAAAAAGTGTG GGITGGGAACCAGATAGGGTAATTACACCTCTGGAGG
- ATATTGATGACGATGAGGTT. AGGAGAATTTTTGCT. AAGGTGAGTGAAAAAAC[‘GGTAAAAAT
GTCAACGMATATGGAGAGAGGTAGGAAGGCAGAACATAAAAACTTPCAGGGAA?GG’I’I’I’CC
.CTCCTATTTTGCAGGGAGAAGGCT AGTGAATTTTITAATGATGATGGATGAGGTACACCTACA
: 6CTFACCAAGATGATAAAAGGAGCCACTCCTOCAAGGCT'I‘ATTGCAAAGCC‘!‘ GTTGCAAAAG
ATGCCATTGAAATGGAGT. ACGTTFC’!’AAAAGAAAGATGTACGATI’ACITI’ITAGGGCTT ATAG
: AGGGTAGTTCTAAATTFI'I‘CAAGGAAGAA ATTTCAGTGGAAGAG OTCGAAAGAGGCGAAAAA
‘GATGGCTTTTCAAGGCT, AAAAG‘I‘CAGGATAMATI’TAAAAACCCOOTI’(’ITGAGT ATAAGAAA
AATTGA

(ID. DE SEQ. N°: 96)
M;KG‘I1vG‘I'NIK'I;LRDLYGNDVVDESLKSVGWEPDRVHPLBDIDDDEVRREFAKVSBKTGKNVNEI
WREVGRQNIKTFSBW}‘-‘PSYFAGRRLVNFLM&DEVEH.QLTKM]KGAWPRLIAKPVAKDAIEME
'YVSKRKMYDYFLGLIBGSSKFFKEEISVEEVERGBKDGFSRLKVRIKFKNPVFEYKKN

'1zwan

(ID';, DE " SEQ:. N"‘ 9'7)
;ATGAAGGGGACAATCG ' GGGACACATATAAAGACCCT GAGGGACCTTTACGGGAATGATGT .-
-Gt GAATCTITAAAMGTGTGGGTTG‘GGAACCAOATAGGGTAATI‘ACACCTC’IGGAGG

jAtAL  T&MQBWUAGGNMGGAGAKHHTHKH%AGGNHWWGAA&NMKHGGnMUUMH
{GTCAACGAAATATGGAGAGAGGTAGGAAGUCAGAACATAAAAACTITCAGCGAATGGTTTCC
fcrccnwnnTGCAGGGAGAAGGCTAGTGAATrrmn%ATGATGATGGAIGAGGnummmmAGA
‘GCTnMxyuuyﬂnamAAAAGGAGccncnxnCCAAGGcrNUTGCAAA “CTGTTGCAAAAG -
ATGOCATI‘GAAATGGAGT' CGTI'I‘CTAAAAGAAAGATGT CGATTA AGGGC’ITA G
,AGGGWAGTTcmAAﬁmnITCAAGGAAGAAATTRxKﬂGG fGAGGTCGAAAGAGGCGAAAAA;
,GATGGcrnntmaaecnmmuuﬂcAﬂaATAAAanﬁAAAACCCCGTNTTGAGnu%AGAAA

Figura 8I
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Tt NI4H

{ID. DE SEQ N°: 935)
ATGAAGGGGACAATCGTCGGGACATGGATAAAGACCCTGAGGGACCTTTACGGGAATGATGT
GGTTGATGAATCTTTAAAAAGTGTGGGTTGGGAACCAGATAGGGTAATTACACCTCTOGAGG
ATATTGATGACGATGAGGTTAGGAGAATTTTTGCTAAGGTGAGTGAAAAAACTGGTAAAAAT
GTCAACGAAATATGGAGAGAGGTAGGAAGGCAGCATATAAAAACTTTCAGCGAATGGTTTCC
CTCCTATTTTGCAGGGAGAAGGCT: AGTGAATUTITAATGATGATGGATGAGG’IACACCT ACA
GCTTACCAAGATGATAAAAGGAGCCACTCCTCCAAGGCTTATTG CAAAGCCTGTTGCAAAAG
ATGCCATTGAAATGGAGT. ACGTTTCTAAAAGAAAGATGTACGATTACTITTTAGGGCTTATAG
AGGGT. AG?TCTAAATTI'ITCAAGGAAGAAATITCAGTGGAAGAGGTCGAAAGAGGCGAAAAA f
GATGGCTTTT CMGGCT AAMGTCAGGATAMAT[TAMAACCCCGTITTT OAGTATAAGAAA :
AATTGA ‘

(ID. DE SEQ. N°.:: 100)
MJ(GTIVGTW!KTLRDLYGNDWDESLKSVGWBPDRVITPLEDIDDDBVRRIFAKVSEKTGKNVNEI
\VREVGRQHIKTFSEWFPSYFAGRRLVNFLMDBVHLQLTKW(GATPPRLIAKPVAKDA]EME
'YVSKRKM?DYFDGLIEGSSKFFKEEISVSBVERGEKDGFSRLKV!UWPVFB’YKKN '

I YI5F .

(ID. DE SEQ. N°: 101)

‘ ATGAAGGGGACAATCGT COGGACATGGATAAAGACCCTGAGGGACCTTTACGGUGAATGATGT
GGTTGATGAATCTTT. AAAAAGTGI’GGGTI‘GGGAACCAGATAGGGTAATTACACCI’CI‘G GAGG™
ATATTGATGACGATGAG GTTAGGAGAAT?ITPGCI‘AAGGTG AGTGAAAAA ,'CT‘GGTAAAAAT
: G'I’CAACGAAATATGGAGAGAGG’I‘AGGAAGGCAGAACIT CAAAACTITCAGCGAATGG‘HTCC

‘ CACCACCACTGA

{ID. DE SEQ. N°% 102)
'hﬂ(GTIVG‘IWH(WLYGNDWDESLKSVGWEPDRVITPLEDIDDDBVRRIFAKVSEKTGKNVNEI
WREVGRQNFKWSEWFPSYPAGMRLVN‘FLLMHDEV}H.QLIKMIKGAWP_; ) AE..
YVSKRKMYDYFIELIBGSSKFFKBBISVEEVERGEKDGFSRLKV‘RKFKNPVW

Figura 8J
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7. 1144

(ID.. DE SEQ. N°®: 103)

ATGAAGGGGACAATCOTCGGGACATGGATAAAGACCCTGAGGGACCTTTACGGGAATGATGT
‘GGTTGATGAATCTTTAAAAAGTOTGGGTTGGOAACCAGATAGGGTAATTACACCTCTGGAGG.
ATATTGATGACGATGAGGTTAGGAGAATTTITGCTAAGGTGAGTGAAAAAACTGGTAAAAAT
GTCAACGAAATATGGAGAGAGGTAGGAAGGCAGAACATAAAAACTITCAGCGAATGGTTTCC.
. CTCCTATTTTGCAGGGAGAAGGCTAGTGAATTTITTAATGATGATGGATGAGGTACACCTACA
GCTTACCAAGATGATAAAAGGAGCCACTCCTCCAAGGCTTATTGCAAAGCCTGTTGCAAAAG,
ATGCCATTGAAATGGAGTACGTTTCTAAAAGAAAGATGTACGATTACTTTTTAGGGTITATAG
AGGGTAGTTCTAAATTTTTCAAGGAAGAAATTTCAGTGGAAGAGGTCGAAAGAGGCTAAAAA
'GATGGCTTTTCAAGGCTAAAAGTCAGGATAAAATTTAAAAACCCCGTTTITGAGCACCACCAC
CACCACCACTGA

{ID. DE SEQ. N°: 104)
_ MKGTIVGTWIKTLRDLYGNDVVDESLKSVGWEPDRVITPLEDIDDDEVRRIFAKVSEK TGKNVNEI
'—'WREVGRQNIKTFSEWFPSYFAGRRLVNFLMMMDEVHLQLTKMIKGATPPRLIAKPVAKDAIEME

' YVSKRKMYDYFLGFIEGSSKFFKEBISVEEVBRGEKDGFSRLKVRIKFKNPVFE&I}HM

Tt.-?WT—His'ﬁ

(ID. DE SEQ. N°: 105)
' A'TGAAGGGGACAATGGTOGGGACATGGATAAAG ACCCFGAGGGACCITI‘ACGGGAA’I‘GATGT
-GGTTGA'I’G AATCTTTAAAAAGTGTGGG’ITGGGAACCAGATAG GGT AA'I'I‘ACACCT CTGCAGG"
. ATATI'GATGAGGATGAGGTI‘AGGAGAATI'ITTG Cr AAGG’PGAGTGAAAAAACTGGTMAAAT
: .ACGAAAIATGG&GAGAGGTAGGAAGGCAGAA.ATAAAAACHTCAGCGAATGGﬁﬂtC

AATCI'CGAGCAGCACCACCACCACCACTGA

(ID. DE SEQ. N%: 106)
»MKGTIVGT“’H(TLRDLYGNDVVDESLKSVGWEPDRVI'I'PLEDIDDDEVRRIFM(VSEKTGMI :
"'WREVGRQNH(TFSBWFPSYFAGRRLVNFLMZM:MDBVHLQLTKMH(GATTP RLIAKPVAKDAIEME
&iYVSKRKWDYFLGLIEGSSKFFKEEISVEEVERGBKDGFSRLKVRIKFKNPVFEYKKNLEH}HJHHH

Figura 8K
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gionella jophilg O
L2WT

(ID. DE 'SEQ. N: 107)
ATGATGTCTATGAAAGGMTCATATTCMGGMTI"?CI‘CAATTITGTAG AA.AAAAGT GAATCC

" TACACCCT GGTAGATCAAA’ITATPATGGATAGTCATITGAAGTCCCATGGT GCCT. ACACGTCI'

‘ ATCGGTACATAC'I‘CTCCCAAAGMTTA’ITFCAA’!TG GTTAAAGCGCTTGCTATGAAAAATGGC
A.AACCAA CA’I’CAG’IGATI'I"I‘ACAAGAATATGGTGAGTA’I'ITGTI’IGAGGTYI’ITGCAAAAMA
TATCCTCAA’I'T'}'I"I'CAGGGAAA AAAAGT CGG’I'GTI'FCAATmTGGAAGCGCTI‘GAAACACAT»

v ATFCA’I’I'POGA}\GTGAAAAAATI‘GTATGACT ATACT GAACT ACCCCAT'I"ITGAATGCCAATAT

. CACAGT CAAAATCAA ATGGAA.A’I‘GA’ITI‘ACAC’ITCITCGCGT'CC'ITTGGCCGATI’ITGCGGAA
GGT’I‘TAATAAAAGGTTGT ATTA AA‘I’ATCA.TAAAGAAAACA’!GACTA’{TGTPCGTG AAAATCTG

‘ CCTGCAAA AACAGGC’ITT AAGGTAAGAT‘!”TGTATTAACAAAAG GCGATCCTGATGAGTGA

'(ID DE SEQ. N: 108)

: MMSMKGBFNE?LNFVEKSBSY!'LVDQI]MDSHLKSHGAYTSIG’FYSPKBLFQLVKALAMKNGKPT
SVILQEYGEYLFEVFAKKYPQFFRBKKSWQFLEALET}HHFBVKKLYDYTELPHFECQYHSQNQM
BMIYTSSRPLADFABGLIKGCIKYHKE‘JMTIVRENLPAKTGPKVRFVLTKGDPDE ‘

(ID. DE SEQ. Ni 109)

) ATGATGTCI' AT\GAAAGGAATCATATTCAACGAAWCTCAAWAGAAAAAA GTGAATCC.
TACACCCTGGTAGA:' : ; ‘ATI'ATGGATAGTCATTTGAAGTCOCATGGTGCGIACACGTCT :
ATCGGTACATACTWOCCMAGAAWAWCAATTGG‘I‘?AAAGCGCT'!‘GCTA"PGAAAAATGGC f

AAACCMCA’I’CAGTGATI’ITAC AAGMTATGGTGAG’I‘ ATTTGTTTOAGGTTITITG CAAAAAAA
: TATCCT CAA’IT'ITTCAGGGAAAAAAAGTQGGTGTWCAAWGGAAGCGC’ITGAAACACAT (

/RENLPAKTGFKVRFVLTKGDPDE

Figura 8L
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L2 FOW-F142Y

(ID. DE SEQ. N° : 111)

ATGATGTCI‘A’IGAA&GG AATCATATGGAACGAATITC’I‘CAA‘YI'ITGTAGAAAAAAGTGAATCC
TACACCCTG GTAGATCAAA’ITATTATGGATAGTCATTTGAAGTCOCATGGTGCCT ACACGTCT

ATCGGTACATACT C’I‘CCCAAAGAATTA‘ITI‘CAATI‘GG’ITAAAGCGC‘ITGCTATGAAAAATGGC
AAACCAACATCAGTGAT’HTACAAGAATATGGTGAGT ATTTGTTTGAGGTITTTTGCAAAAAAA
TATCCT! CAAWHTCAGGGAAAAAAAGTCGGTGTPTCAATTITYGGAAGCGC’ITGAAACACAT

ATTCATTTCGAAGTGAAAAAATTGTATGACTATACTGAACTACCCCATTTTGAATGCCAATAT

CACAGT CAAAATCAAATGGAAATGA’I’ITACA CTTCTTCGCGTCCTITGGCCGATTATGCGGAA.

GGTITTAATAAAAGGTTGTATTAAATATCATAAAGAAAACATGACTATTGTT CGTGAAAA’PCTG
CCTGCAAAAACAGGCTTTA AGGTAAGA’I’I'I‘GTATT‘AACAAAAGGCGATCC’I‘GATGAGTGA

(ID "DE SEQ.:*N°: 112)
MMSMKG!IWNEFLNFVEKSESYTLVDQH%DSI-H.KSHGAY’I‘SIGTY SPKELFQLVKALAMKNGKP
TSVILQEYGEYLFEVFAKKYPQFFREKKSVFQF LEALETHIHFEVKKLYDYTELPHFECQYHSQNQ'
MEMIY'I"SSRPMDYAEGLIKGCIKYHKENMT[VRENLPAKTGFKVRFVLTKGDPDB

Legionel phiila OREL

{ID< DE SEQ. ‘N°: 113}, .

ATGAAAGGTATCGTTTTTAOCT CC'IT AAATGACATGA’ITATAGAACM’I’I‘I’G GCATAGAAAOC
TGGGACCAAC’FCGTATCCTCACTAGACCITCCAAGTGGTGGAAG’ITATACAGCAGGCGGCACT
TACTCGGATACAGAA’I‘TTCAGCAATTGA’ITAAGGCCATI‘GCGAAGAGGACCAATCAGCACGCT
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LI F142

(ID DE SEQ N°' 115)
ATGAAAGGTATCGTTTTTACCTCCTTAAATGACATGATTATAGAACAATTTGGCATAGAAACC
TGGGACCAACTCGTATCCTCACTAGACCTTCCAAGTGGTGGAAGTTATACAGCAGGCGGCACT
TACTCGGATACAGAATTTCAGCAATTGATTAAGGCCATTGCGAAGAGGACCAATCAGCACGCT
TCTGTTTTITTAGAGGCCTITGGTGAATACATGTTTCCTATCTTATCGAGTAAGTGCGCAATTTT
TTTAAAAAAGGACATGACATTAAAAGAATITITAAAAAGCATTGATGGAACAATTCATGTGG
AAGTAGAAAAGTTATACCCAGATGAAACATTACCTACCATTAGCTATGAAGAGCCTGCTGCA.
'AACCAATTGGTTATGGTGTATCGATCGCATAGAAGACTCTGTCATTACGCA ATGGGGCTCATC
'CAGGGAGCAGCGCAACATTITAAAAAGAAAATTACCATTAAGCAGACTCACTGCATGTTAAA
AAAAGATGATCATTGTCGTTTGGAGATTACCTTTGAGTGA

‘_(ID DE SEQ N° : 116)
'M(GWF‘[‘SLNDM]IBQFGIB’I‘WDQLVSSLDLPSGGSY‘!‘AGG’I‘YSDTEFQQLIKMAKR’INQHASVFL
‘BAPGBYWPILSSKCAIFLKKDM‘IILKEFLKSIDGTI!WEVEKLY?DBTLPTISYEEPM‘NQLVMVYR
SHR.RLCHY AMGLIQGMQHFKKK!TB\QTHCMLKKDDHCRLEITFE

Desulfovibrio desulfiricans

Dd F.NOX(728-899)

(ID :DE SEQ. N°: 117)
’ATGAAGATGCGCGG’I’ATTTTGCCGAAAATAT'ITATGAAW'ITATAAMGAGATCTATGGGGAT
GACGTGTWGCTCATGT’ITCPAMACCATGGGCGAGOCTGTCTTCATGCCGGGAAATICC’I’ACC
Cl' GATCAGGTG'I'IGCGCCAGATGG CT’GAAATAGTATGCCAGCGCACGGGOGMCAGCCCAAG

: , :GCAG__GGCGTGCMOCCI'GCAGGCV TT. WCAl '

(ID DE SEQ N"' 118) .
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Dd. Y139L. (728-899)

(ID. DE SEQ. N°: 119)
ATGAAGATGCGCGGTATI'ITGCCGAAAATA’I'ITA‘I‘GAAT‘}TI‘ATAAAAGAGATC’I‘ ATGGGGAT
GACGTGTITGCPCATG’ITTCTAAMCCATGGGCGAGCCTGTCPT CATGCCGGGAAATTCCTACC
CTGATCAGGTGTTGCGCCAGATGGCTGAAATAGTATGCCAGOGCACGGGCGAACAGCCCAAG
TIGTTTTTTGAAAAAGCAGGGCGTGCAAGCCTGCAGGCTTTT, AACAGAATGTACAGGCAGTAC
TTTAAAGGGGAAACCCTT. AAAGAGTTTCTGCTGGCCATGAATGATATCCACAGGCACCTGACA
‘AAGGACAATCCCGGCGTACGCCCGCCTAAATTTGAGTATGACGATCAGGGCGATACGCTTGTT
ATGACATATAAGTCGCAGAGGGA’ITACGGAGAAC’I’I’I‘I’IG’!‘GGGCAT‘CATCAAGGCAGC’!GC ‘
GGAGTTTAAAAAGGAAAAAGTGCGTATCAGCTCGGAGCATGCCGUTAAGGGGCGAACAACG
GCAAG GG'I'!‘ACATTT ATTAAATGA

(ID. DE SEQ. N°: 120)

I\GKMRGLLPKIPMNFIKEIYGDDVFAHV SKTMGEPVF MPGNSYPDQVLRQMAEIVCQRTGEQPKLF
FBKAGRASLQAFNRMYRQYFKGBTIKBFM.AWDMTKDNPGVRPPKFEYDDQGDTLVMTY
KSQRDYGELFVGHKAAAEFKKEKVRISS EHAGKGRTI‘ARV'!‘FIK

HJ- 138, ’;

(ID.: DE SEQ.. 'N°:.121)
ATGTACGGA‘I‘T‘I‘GTGAATCACGOCCTGGAGTTGCI‘GGTGATCCGCAATI‘ACGGCC CCGAGGTG
'!'GGGAAGACATCMAAAAGAGGCACAG'!TAGATGAAGAAGGACAGTITCIT GTCAGAATAAT
ATATGATGACTCCAAAACTTATGATTTGGTIGCTG CTGCAAGCAAAGTCCTCAATCTCAATGC
TGGAGAAATCCI'CC&AATGTTTGGGAAGATGTITITCGTCTT}TGCCAAGAATCTG GITATGAT
ACAATCTTGCGTGTCCTGGGCTCTAATGTCAGAGAATTTICTACAGAACCTTGATGCTCTGCAC
- GACCACCTTGCTACCATCTACCCY GGAATGCGTGCACC’ITOC’I‘IT AGGTGCACTGATGCAGAA |
A A.AGGGCAAAGGAC’I‘CATITYGCA TACTACTCAGAGAGAGAAGGACTT! CAGGATA’I'I’GTCATT
GGAATCAT‘CAAAA, CAGT! GGCACAACAAATCCA‘IGGCACT GAAATAGACATGAAGG'I'I‘ATFCA
: TGAAGAATGTGATCATACTCAAT’ITWAATTGAAG AAAA.AGAGTCAAAAGAAG :

AACﬂyKKﬂG&MRGAGNKMGCNKHDMIHCKHM@GG“WUUHGNKﬂKCﬂ“CCKMAG
-CAQA'I‘AGCA’!‘AC’!‘I‘I‘I'I‘(H‘A’I’G’I‘!‘CACCAAGTG’I‘CATGAACCTGGAGGA» CAAGGAGAG
TATCTAAGTGACATCCCTCTGCATGATGCCACGCGCGATCTTGT TGGC C
AA'ITI‘AGAGAGGM‘{ACAAACTCACCCAAGAACTGGAAA‘!‘CCI‘CAC’I‘GACAGGCTACAGCTC
ACGTTAAGAGCCCTGGAAGATTGA

VGPEVWEDIKKEAQLDEEGQFLVRITY DDSKTYDLVAAASKVLNINAGE .
DTILRVLGSNVREFLQNLDALHOHUATIYPGMRAPSFRCTDAEKGKG'
mcfrvAQQmommMKVIQQRNBECDmFLmEKEsKEEDFYBDLDRF

¥ RGLY LSDiPLHDATRDLVLLGEQFREEYKLTQELBILTDRDQ L‘I'LRALED

Figura 80
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Hs BI(1-385) 1145V

(ID. DE SEQ..*N°: 123)
A‘I’GTACGGATTI‘GWAATCACGCCCT GGAGTTGCTGGTGATCCGCAATTACGGCCCCGAGGTG
TGGGAAGACATCAAAAAAGAGGCACAGTTAGATGAAGAAGGACAGTI’I‘C’I’P GTCAGAATAAT
ATATGATGACTCCAAMC’IT ATGATTTGGTTGCTGCTGCAAGCAAAGTCCTCAATCTCAATGC,
TGGAGAAATCCTCCAAATGTTTGGGAAGATG’I"I‘I’ITCG'I‘C’l'mGCCAAGAATCTGGT!’ATGAT
ACAATCTTGOGTGTCCTGGGCTCTAATGTCAGAGAATTTCTACAGAACCTTGATGCTCTGCAC
GACCACC’ITGCTACCATCTAOCCAGGAATGOGTGCACCITOCTITAGGTGCACI‘GATGCAGAA
 AAGGGCAAAGGACTCATITTGCACTACTACTCAGAGAGAGAAGGACTT! CAGGATTATGT CATT
GGAATCATCAAAACAGTGGCACAACAAATCCATGGCACTGAAATAGACATGAAGGTTATT CA
. GCAAAGA AATGAAGMTGTGATCATACTCAATI'!’WAATPGAAGMAMGAGTCAAAAGA AG
' AGGATI'I‘FI‘ATGAAGA‘I‘C’F]*GACAGA’I’ITGAAGAAAATGGTACCCAGGMTCAOGCATCAGOC )
CATATAC ATI'CT GCAAAGCITITCC’ITIT CATATAATATTTGACQGGGACCT AGTGGTCACTCA
_V.:GTGTGGCAATGCI‘ATATACAGAGTFCTCOCCCAGCT CCAGCCTGGGAATTGCAGCCTTCTGTCT
GTCTTCT! COCTGGT‘ICGTCCTCATATTGATATI‘AGTI'FCCAWGGATCCTITCFCACATCAATAC -

AACIGACFGGGACTGAGATCAGCT GC'ITACGTCTCAAGGGTCAAATGATCTAC!T ACCTGAAG

;CAGA'E‘AGCATACTTT‘ETCT ATGTTCACCAAGTGTCATGAACCTGGACGATITGACAAGGAGAG:
GGCTGTATCTAAGTGACATCCCTCTGCATGATGCCACGCGCGATCTTGTTCTTTTGGGAGAAC
AATTTAGAGAGGAATA CAAACI‘CACCCAAGAACTGGAAATCC’I‘CACT GACAGGCT ACAGCTC
ACGTTAAGAGCCCTGGA AGATTGA

(ID DE SEQ Ne:s 124)

MYGFVNHALBLLVIRNYGPEVWEDIKKEAQLDEEGQFLVRIYDDSK TYDLVAAASKVLNLNAGE
flLQMFGKMFFVFCQESGYDT{LRYLGSNVREFLQNLDALJ-DHLATIY’PGMRAPSFRC'!‘DAEKGKO
LILE LODYVIGIKTVAQQIHGTEIDMKVIQQRNEECDHTQFLIEEKESKEEDFYEDLDRF
EENGT YT FPFHIFDRDLVVTQCGNATYRVLEQLQPGNCSLLSVESLVRPHIDISFHG
“ILSHIN RSKI CEDELTGTEISCLRLKGQMIYLPEADSILFLCSPSVMNLDDLIR
-/RGLYLSDIPLHDATRDLVLLGEQFRBEYKLTQELEEL’I‘DRLQLTLRALED
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He. $1(1.385) T14SH

(ID BE SEQ. N° '} 125)

'TGGGAAGACATCAAAA AAGAGGCAC AG'ITAGATGAAGAAG*GACAGTFTCTTGTCAGAATAAT
ATATGATGACTCCAAAACTTATGATTTGGTTGCTGCTGCAAGCAAAGTCCTCAATCTCAATGC.
TGGAGAAATCCT GCAAATGTI'TGGGAAGATGTTTITCGTCFI’I’I‘GCCAAGAATC!G GTTATGAT

' ACA.ATC'ITG CGTGTCCPGGGC'I‘C'[TAATGTCAGAGAATITCT 'ACAGAACCTTGATGCTCTGCAC
GACCACCTTGCTACCATCTACCCAGGAATGCGTGCACCTT CCTTTAGGTGCACTGATGCAGAA
AAGGGCAAAGGACTCATTTTGCACTACTACT CAGAGAGAGAAGGACTT CAGGATCATG‘I‘CATI‘
GGAATCATCAMACAGTGGCACMCAAATCC ATGGCACTGAAATAGACATGAAGGTTATTCA
GCAAAGAAATGAAGAATGTGATCATACTCAATTTTTAATTGAAGAAAAAGAGTCAAAAGAAG
AGGATTTTTATGAAGATCTTGACAGATTTGAAGAA AATGGTACCCAGGAATCACGCATCAGCC -
CATATACATI‘CT GCAAAGCTTTITCCTTIT! CATATAATATTTGACCGGGACCT AGTGGTCACTCA:
GTGTGGCAATGCTATATACAGAG‘I‘I‘C’I‘ CCCCCAGCT CCAGCCTGGGAATTGCAGCCITCTGTCT
GWCGCI'GGTFCGTCCTCATATTGATATI‘A G’I'I'I’CCA'I‘GGGATCC’ITPC’I‘CAC ATCAATAC
TGT'I'!‘TTGTA’ITGAGAAGCAAGGAAGGA’ITG’ITGGATG’FGG AGAAATTAGAATGTGAGGATG
AACTGAC‘PGGGAC’PGAGATCAGC’IGCIT A CGTCTCAAGGGTCAAATGATCI‘AC’ITACCTGAAG
CAGATAGCATACTTTTTCT. ATGTICACCAAGTGTCATGAACCTGGAOG ATTTGACAAGGAGAG
GGCTGTATCTAAGTGACATCCCTCIGCATGATGCCACGCGCGATCTTY GTTCITFTGGGAGAAC
AATTI‘AGAGAGGMTACAAACTCACCCAAGAAC’I’GGAMTCC’I‘CACT GACAGGCT ACAGC'PC
ACGTTAAGAGCCCTGGAAGATTGA:

(ID. DE SEQ. N°: 126)
MYGWALELLVRNYGPEV\VEDH(KBAQLDEEGQFLVRIIYDDSKTYDLVAAASKVLNINAGE
H.QWGMFV F CQBSGYDTILRVLGSNVREFLQNLDALPD)HLATIYPGMRAPSFRCT DAEKGKG
L!LHYY SEREGLQDHV iGHKTVAQQIHGTBEDMKVIQQRNEECDHTQFLIBBKESKBEDYYEDIDRF
EBNGTQESRISPYTPCKAFPFHIIFDRDLWTQOGNAIYRVLPQLQPGNCSLLSVPSLVRPHID!SFHG
" A,LRSKBGLLDVEKLECEDELTGTB!SCLRLKG; L BADSILFLCSPSVWLDDL‘TR
RGLYLSDIPLHDA’!’RDLVLMEQFRBEYKLTQELE!LTDRLQ SRALED:

Figura 8Q
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(ID. DE SEQ. N°: 127)
ATGTACGGAT!'I‘GTGAA‘{’CACGCCCTGGAGTI‘GC’I‘GGTGATCCGCAA’ITACGGCCCCGAGGTG
TGGGAAGACATCAAAAAAGAGGCACAGTTAGATGAAGAAGGACAGTTTCTTGTCAGAATAAT
:ATATGATGACTCCAAAACTTATGATTIGGTTGCTGCTGCAAGCAAAGTCCTCAATCTCAATGC
; TGGAGAAATOCTCCAAATGTYPGGGAAGAFGTTTITCGTCTITTAGCAAGMTCTGGTTATGAT
ACAATCTTGCGTGTCCTGGGCTCTAATGTCAGAG AATTTCTACAGAACCTTGATGCTCTGCAC
GACCACCTTGCTACCATCTACCCAGGAATGCGTGCACCTTCCTTTAGGTGCACTGATGCAGAA.
' AAGGGCAAAGGACTCATTTTIGCACTACTACTCAGAGAGAGAAGGACTTCAGGATATTGTCATT
GGAATCATCAAAACAGTGGCACAACAAATCCATOGGCACTGAAATAGACATGAAGGTTATTCA
. GCAAAGAAATGAAGAATGTGATCATACT: CAAT'ITI’I‘AA’ITGAAGAAAAAGAGTCAAAAGAAG
‘AGGATTTTTATGAAGATCTTGACAGATTTOAAGAAAATGGTACCCAGGAATCACGCATCAGCC
CATATACA'ITCI'GCAAAGGT!‘!‘CCTITI’ CATATAATATTTGACCGGGACCTAGTGGTCACTCA
‘GTGTGOCAATGCTATATACAGAGTTCTCCCCCAGCTCCAGCCTGGGAATTGCAGCCTTCTGTCT
GTCITCTCGCTGGTTOGTCCTCATATTGATATTAGTTICCATGGGATCCTTTCTCACATCAATAC
TGTITTTGTATTGAGAAGCAAGGAAGGATTGTYGGATGTGGAGAAATTAGAATGTGAGGATG
-AAC’I‘G AC‘!‘GGGACTGAGA‘I‘CAG CTGCTTACGTCTCAAGGGTCAAATGATCTACTTACCTGAAG
' ,ATGTTCACCAAG’I‘GTCA’YGMCCTGGA CGA'I"I'I‘GACMGGAGAG

?Ace’rmAGAecccrccf_ _GATI‘GA

(ID DE SEQ N°'}

K.QWGM!-‘VFYQBSGYDTILRVLGSNVREFLQNLDALHDIEA‘I‘IYPGMRAPSFRCI‘DABKGKG
messxmmbmcuxwmQmmgmmvzmmcnmmsaxzsxmmowm

Rerianiah X XA : LISVFSLV_RP}HDLSFHG
RGLYLSDIPLHDATRD , DGEQFREBYKLTQELEIL’IDRLQLTLRALED

Figura BR.
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Hs. B1.£1-385) H105F
(ID. DE SEQ. N°: 129)

ATGTACGGATTTGTGAATCACGCCCTGGAGTTGCTGGTGATCCGCAATTACGGCCCCGAGGTG

TGGGAAGACATCAAAAAAGAGGCACAGTTAGATGAAGAAGGACAGTTICTTGTCAGAATAAT
ATATGATGACTCCAAAACTTATGATTTGGTTGCTGCTGCAAGCAAAGTCCTCAATCTCAATGC
TGGAGAAATCCTCCAAATGTITTGGGAAGATGTITTICGTCTITIGCCAAGAATCTOGTTATGAT
ACAATCTTGCGTGTCCTGOGCTCTAATGTCAGAGAATITCTACAGAACCTTGATGCTCTGTTCG -
ACCACCITGCTACCATCTACCCAGGAATGCGTGCACCTTCCTITAGGTGCACTGATGCAGAAA
AGGGCAAAGGACTCATTTTGCACTACTACTCAGAGAGAGAAGGACTTCAGGATATTGTCATTG
GAATCATCAAAACAGTGGCACAACAAATCCATGGCACTGAAATAGACATGAAGGTTATICAG
;CAAAGAAATGAAGAATGTGATCATACTCA;WTI‘ITAAWGMGAAAAAGAGTCAAAAGAAGA
'GG’ATFI'I‘PATGAAGATC?I?‘XG&; \‘,,AmGAAGAAAAIGGTAc CAGGAATCACGCATCAGCCC
ATATACATICTGCAAAGCT > 3GTC '
"IY}TGGGAATGCTATATACAOAGTPCTCCCCCAGCTCCAGCCIUGGAATITGCAGCCTTCI‘GTCTG
TCTTCTCGCTGGTICGTCCTCATATTGATATTAGTTTCCATGGGATCCTTICTCACATCAATACT
GTTTTTGTATIGAGAAGCAAGGAAGGATTGTIGGATGTGGAGAAATTAGAATGTGAGOGATGA .
‘ACTGACTGGGACTGAGATCAGCTGCTTACGTCTCAAGGGTCAAATGATCTACTTACCTGAAGC
AGATAGCATACTTTITCTATGTTCACCAAGTGTCATGAACCTGGACGATITGACAAGGAGAGG
GC’I‘GI‘ATCTAAGTGACATCCCTCI’GCA‘IUA’I‘GCCACGCGOGATCTI‘GTTC’ITI’TGGGAGAACA

’I’I’TAGAGAGGAATACAMCTCACCCMGAAC’TGGAAATCCTCACTGACAGGCTACAGCTCA
.CGWAAGAGGCCI‘GGAAGATYGA g

(ID DE SEQ N°- 130)
'WGFVNHALELLVIRNYGPEVWBDIKXEAQLDEEGQFLVRHYDDSKTYDLVMASKVLNLNAGE
ll..QMPGKMFFVFCQBSGYDTILRVLGSNVREFLQNLDALFDHLATIYPGWAPSFRCTDAEKGKGL .
;-n,HYYSBREGLQDIVaGm(TVAQQIHG DMK VIQQRNEECDHTQFLIEEKESKEEDFYEDLDRFE-
, AFPFHIL ILVVTQCGNAIYRVLPQLQPGNC! LLSVFSLVRPHIDISFHGL
Y ‘RSKEG CED: ELTGTEISCLRLKGQMIYLPEADSILFLCSPSVMNLDDLTRR
LHDATRDLV LGEQFRE?BYKLTQBLEILTDRLQLTLRALBD

‘Figura 8S



36/46

{ID. DE: ~SEQ.. N°: .131)

. ATG‘I‘ACGGATITGTGAATCACGCCCI‘GGAG’ITGCTGGT GATCOGCAA’ITACGGCCCCGAOG’I‘G
TGGGAAGACATCAAAAAAGAGGCACAG‘ITAGA’IGAAGAAGGACAGTI'IC’!TGTCAGAATAAT
ATATGATGACTCCAAAACTTATGATTTGGTTGCTGCTGCAAGCAAAGTCCTCAATCTCAATGC
TGGAGAAATCCTCCAAATG’HTGGGAAGATGTITTTCGTCI‘THGCCAAGAATC’I’GG‘I"I‘ATGAT
ACAATCTTGCGTGTCCTG GGCTCTAATGTCAGAGAATTTCTACAGAACCTTG ATGCTCTIGGGT
GACCACCTTGCT. ACCATCTACCCAGGAATGCGTGCACCITOCTFTAGGTGCACI‘GA’PGCAGM
AAGGGCAAAGGACTCATTTTGCACTACT. ACTCAGAGAGAGAAGGACTTCAGGATATTGTCATT

‘GGAATCATCAAAACAGTGGCACAACAAATCCATGGCACTGAAATAGACATGAAGGTITATTCA

'GCAAAGAAATGAAGAATGT GATCATACTCAATTITTMTTGAAGMAAAGAGTCAAAAGAAG
AG GATI'ITTATGMGA’PC’WGACAGATFTGAAGAAAATGGT ACCCAGGAATCACGCATCAGC C.
‘GTGTGGCAATGCT ATATACAGAGTPCI‘CCCCCAG CTH CCAGCC'!’GGGAATI’GCAGCC’I'!CFG’ICT
GTCFYCTCGCT GGTI‘CG'FCCI‘CATA’I'I‘GATATI’AGTITCCATG GGA’]‘CCTTTCTCACATCMTAC :
'TG’!’!'!'I'TGTA’I'FGAGAAGCAAG GAAGGA’I’I’GTTGGATGTGGAGMA’ITAGAATGTGAGGATG
AACTGACT GGGAC’IGAGATCAGCT G C}TACGTCTCAAGGGTCAAATGATCTACTI‘ ACCTGAAG

CAGATAGCATACTTTTT CTATGTI‘CACCAAGTGTCAI‘GAACCTGGACGA'I'ITGACAAGGAG AG

‘GGCTGTATCTAAGTGACATCCCTCT GCATGATGCCACGCGCGA’E‘C’ITGTI‘CI‘I‘I’I‘GG GAGAAC:

‘ AA‘I’ITAGAGAGGAA’?ACAMCTCACCCAAGAACTGGAAATCCPCACIGACAG GCTACAGCTC.
.ACGT’I’AAGAGCCCTGGAAGA‘I‘IGA

(ID DE SEQ N°‘ 132)

MYGFVNHALELLVIRNYGPEVWEDIKK BAQLDEEGQPLVRIYDDSKTYDLVAAASKVLNLNAGE
' ILQMEGKMFFVFCQESGYDTILRVLGSNVREFLQNLDALGDHLATIYPGMRARSFRCTDAEKGKG
LILHYYSEREGLQDIVIGHKT VAQQIHGTEIDMKVIQURNEECDHTQFLIEEKESKEEDFY EDLDRF

EENGTQESRISPYTFCKA¥PFHITFDRDLVVTQCGNAIYRVLPQLQPGNCSLLSVFSLVRPHIDISFHG
JESHINTVFVLRSKEGLEDVEKLECEDELTGTEISCERLK GQMIYLPEADSILFECSPSVMNLDDLTR
f.ARGLYLSDXPLHDATRDLVLLGBQFREBYKLTQELE!LTDRLQLTLRALED ‘

j'(ID’ DE “SEQ' N°:

‘GA GCTACC, "'CCCAGGAATGOGTGCACCFE : G
..AAGGGC GGAC’I’CA CAC "ACTCAGAGAGAGAAGGACTTCAGGA A'ITGTCA"{'I‘“
- GGAATCATCAAAACAGTGGCACAACAAATCCATGGCACTGAAATAGACATGAAGGTTATICA
GCAAAGAAATGAAGMTG’IGATCATACTCAATFHTMTIGMGAAAA.AGAG'I‘CAAAAGAAG
AGGATTTTTATGAAGATTGA

(ID DE’ SEQ N°' 134)
'5MYGFVM&ALBLLVIRNYGPEVWEDIKKEAQLDEBGQFLVRIIYDDSKTYDLVAAASKVLNLNAGE :
ILQMEGKMFFVFCQESGYDTILRVLGSNVREFLQNLDALHDHLATIYPGMRAPSFRCTDAEKGKG

LILHYYSEREGLQDIVIGITKTV. QQIHGTEH:JW(VIQQRNEECDHTQFLlEEKEstEDFYED

Figura 8T
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| Hs 81(1-194) 1145Y

-‘(ID DE SEQ. N°: 135}

ATGT. ACGGATTI‘GTGAATCACGCCCT GGAGTTGCTGOTGATCCGEAATTACGGCCCCGAGGTG.
A 'PGGGAAGACATCAAAAAAGAGGCACAGTTAGATGAAGAAGGACAGT’FI’C'ITGTCAGA ATAAT
ATATGATGACTCCAAAACTTATGATTTGGTTGCTG CTGCAAGCAAAGTCCTCAATCTCAATGC
TGGAGAAATCCT CCAAATGTTTGGGAAGATGTTTTTCGTCTTITGCCAAGAATCTGGTTATGAT.
ACAATCTTGCGTGTCCIGGGCICT. AAT’GTCAGAGAATT’I‘CTACAGAAC CTTGATGCTCTGCAC
'GACCACCTTGCT: ACCA'PCTACCCAGGAATGCGT GCACCTTCCTTT. AGGTGCACTGATGCAGAA
-AAGGGCAAAGGACTCATTTTGCACT ACTACTCAGAGAGAGAAGGACTTCAGGATTATGTCATT
GGAATCA'PCAAAACAGTGGCACAACAAATCCATGGCACT ‘GAAATAGACATGAAGGTTATTCA
GCAAAGAAATGAAGAATGTGATCATACTC AATTTTTAATTGAAGAAAAAGAGTCAAAAGAAG
AG GA‘I’!TITATGAAGATTGA

{ID. DE"SEQ. N°: ¢ 136) | ...
;MYGFVNHALELLVIRNYG?BVWEDIKKBAQLDEEGQFLVRIIYDDSKTYDLVAAASKVLNLNAGE
' _H.Q\AFGKNIFFVFCQESGYDTERVLGSNVREFIQNLDAL@WTIYPGMRAPSFRCI'DABKGKG
'LlLFIWSERBGLQDWIGIIK’I'VAQQIHGTEIDI\&KVIQQRNEECDHTQFLIEEKESKEEDFYED

{ID. DE SEQ. N°: 137)

K ATGTAOGGATTI‘G’!’GAATCACGCCTGGG&G’ITGC!‘GGTGAWCGCM’ITACGOCCCCGAGG‘FG :
',TGG_GAAGA i,TCAAMAAGAGGCACAG‘ITAGATGMGAAGG’ GTTTCTTGTCAGAATAAT'
CATATGATGACTCCAAAACTTATGATTTGGTIGCTGCTGCAAGCAAAGTCCT! CAATCTCAATGC
';TGGAGAAATGCI‘CCAAATG’I'ITGGGMGATG'I'I’!’I'!‘CGTC’I'I‘I'I‘GCCAAGAA’I‘C’I’GGTTATOA‘!‘
-ACAATCTTGCGTGTOCT! 'GGGCTCT. AA‘DGTCAGAGAAT’ITCTACAGAAQ@'IUATGCT CTGCAC
B ' ACCITGCI‘ACCATCTACCCAGGMTGCGTGCACC’ITCCTI‘I’AGGTGCACTGA’PGCA A
‘AAGGGCAAAGGACTCATITTG CTACTACTCAGAGAGAG. GGACTI‘CAGGA’ITATG_TCA’IT
;GGAATCATCAMACAGTGGCA\ AACAAATCCATGGCACTGAAATAGACATGAAGGTTATTICA
: GCAAAGAAATGAAGAA’BGTGATCATACTCAATTHTAATTGAAGAAAAAGAGTCAAAAGAAG

-AGGATTTITATGAAGATTGA

{ID. DE SEQ. Ne: 138)

MYGFVNHAWBLLVIB.NYGPEVWBDIKKEAQIDBEGQFLVRHYDDSKTYDLVAAASKV LNLNAG

EH.QNIFGKMVFCQESGY?)THJRVLGSNVR.BFLQNLDALHDIEATIYPGWPSFRCTDABKGK
: GLILHYYSERBGLQDYVIGLIKTVAQQIHGTEDNE{VIQQRNBECDH'I‘QFL IEEKESKEBDFY ED

‘Figura 8U
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Ao WT (1-385)

{(ID. DE SEQ. N°%: 139)
: ATGTACGGTITI‘GTGAACCATGCCCI‘GGAGCI‘GCT GGTGATCCGCAATTACGGTCCCGAGGTG
TGGGAAGACATCAAAAAAGAGOCGCAGCTGGATGAAGAAGGCCAGTTTCTTGTGAGAATAAT -
CT. ACGATGATPCGAAAACCTATGACITGGTGGCI‘GCTGCGAGCAAAGTCCPCAACCT CAATGC
TGGT GAAATCCFGCAGATGTTTGGGAAGATGTTT’!TCG’PCTTCTGWAAGAGT CTGGCTATGAT:
»ACCATCTI‘GCGTGTCCTGGGATCTAATGI‘CAGGGAG'FTI'I‘I‘GCAGAACC’I‘CGACGCOC'PGCAC
‘GACCACCTCGCCACCATCTACCCAGGGATGCGCGCACCTTCCTTCCGGTGCACCGATGCAGAA
AAAGGCAAAGGGCTCATTCTGCACTACTACT CGGAAAGAGAGGGGCTTCAGGACATTGTGAT
OGGGATTATCAAGACTGTAGCTCAACAGATCCATGGCACTGAGATAGACATGAAGGTTATICA.
GCAAAGAAGTGAAGAATGTGATCATACCCAATTTTTAATTGAAGAAAAAGAATCAAAAGAAG
AGGATTTTTATGAAGATCTGGACAGGTITGAAGAGAACGGTACCCAGGACTCCCGTATCAGCC
'OGTACACCITCTGCAAAGCGTTICCTITTCACATCATATTIGACCGGGACCTAGTAGTCACGCA
GTGTGGAAATGCTATCTACAGAGTGCTCCCCCAGCTCCAGCCTGGGAAGTGCAGCCTTCTGTC
'I‘GTCTTCTCTCTGGTCCGOCCT CATA’H‘GACATCAG’ITT’CCAOGGGATI'CI"PTCACACATCAAT

; \ 3CAAGGAAGGGTTGCTGGATGTTGAGAAACTTGAATGTGAGGA

; { AG/ " ATTAGCTGCCTCCGT CTCAAAGGCCAMTGATCT ATTTACCGGA

"AGCAQATAGGATCC?CH‘CCTCTG‘ITCAOCAAGTGTGATGAACZTGGA’!‘GACCI‘AACAAGMG
.AGGOCTGTACCTGAGTGACATCCCTCI‘CCATGA’PGCTACAGGAGACCTGGT CCTITTGGGAGA,
ACAGTTCCGGGAGGAGTACAAACT! GACACAAGAGCTGGMATCCTCACAGACAGGCT GCAGC
TCACACTGAGGGCTTITGGAGGATIGA. ~

ID. DE S N° 140)

&nmpn&ﬁ&xuwmmwomnmmpmmsaquxme@nﬁmmnﬂsmn@mmmuwxw»&nmm
ILQMFGKMFFVFCQESGYDTILRVLGSNVREFLQNEDALHDHLATIYPGMRAPSFRCIDAEK GKG-
anyvmmuxmqmwnanuvm@mﬁﬁnnnmxwmQmmmcnauumnmxmmmxmw%Duxme
ENGTQDSRISPYTFCKAF} LVVTQCGNATYRVLFQLQPOKCSLLSVESL :

RGLYLNM?LHDNHHﬁQw&Gﬁ@ﬂEﬁYKﬂﬂﬂﬂEﬂnrmLQUHJALED‘

Figura 8V
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Rn. B1(1-385) 1145Y

{IDb. JDE SEQ N“' 141) e
ATGTA%GTTIT GT! GAACCATGCCCT GGAG CT: GCTGGT GATCCGCAATTACGGTCCCGAGGTG
TGGGMGACATCAAAAAAGAGGCGCAGCT GGATGAAGAAGGCCAGTTTICTTGTGAGAATAAT
CTACGATGAmCAAAACCT y GAC’ITGGTGGCT GCTGCGAGCMAGTCCI‘CAACCT CAATGC.
“TGGTGAAATCCTGCAGATG ;GGGAAGATG’ITITI‘CGTC’ITCT GTCAAGAGTC’F GGCTATGAT
ACCATC’ITGCGTGTCCT GGGATCTAATGTCAGG GAGTI'TITGCAGAACCTOGACGCCCTGCAC
' 'GACCACC'I‘CGCCACCATCT AOCCAGGGATGCGCGCACC’ITCCTI‘ OCGGTGCACCGATGCAGAA
~AAAGG CAAAGGGCTCA’ETCPGCACTAC‘E‘ACI‘CGGAAAGAGAGG GGCTICAGGACTACGTGAT
COGGATTATCAAGACTOTAGCTCAACAGATCCATGGCACTGAGATAGACATGAAGGTTATTCA
' GCMAGAAG’I‘GAAGA.ATGT GA’FGATACCCAATTITTAA’ITGAAGAAAAAGAATCAAAAGMG
AGGA’IT’I‘I'I‘ATGAAGATCTGGACAGGTI'I‘GAAGAGAACGGTACCCAGGACI CCCGTATCAGCC
CGTACACCTTCTGCAAAGCGTTT: CCTTTTCACATCATATTITGACCGGGACCTAGTAGTCACGCA
GTGTGGAAATGCTATCTACAGAGTGCT! CCCCCAGCTCCAGCCTGGGAAGTGCAGCCTTCTGTC
TGTCTTCTCICTGOT CCGGCCTCATATTGACATCAGTITOCACGGGAWCACACATCAAT
ﬂCCGTCl‘ITTGTACTGAGAAGCAAGGAAGGGTTGCr GGATGTTGAGAAACTTGAATGTGAGGA
: -TGMCTGACTGGGGCAGAGA?TAGCI’ GCCTCCGTCTCAAAGGCCAAATGATCTATTITACCGGA
T : , CACCAAGTGTGATGAAC’ITGGATGACCT MCAAGAAG

: 142)

;_-SEREGLQDYV HKTV,_QQIHGTEH)WVIQQRSBE\ ’ :

:‘EBNGTQDSRISPY’IFCK.AFPFI-HIFDRDLVVTQCGNAIYRVLPQI,QPGKCS:LLSVFSLVRPHIDISH‘IG 2
b TVE “VERLﬁCEDBLTGABISCLRLKGQWEADSH.FLCSPSVMNLDDLTR,
.,;RGLYLSDIPLHDATRDLVLLGEQFREEYKLTQELEILTDRLQLTLRALED

Figura 8W
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'(ID DE SEQ ‘N°: 143Y

ATGTACGGTTTTGT GAACCATGCCCI‘GGAGCTGCTGGTGATCOG CAA‘I'I'ACGGTCCCGAGGTG
TGGGAAGACATCAAAAAAGAGGCGCAGCTGGATGAAGAAGGCCAGTTTCTTGTGAGAATAAT
CTACGATGA‘ITCCAAAACGI‘ANACI'I’GGTGGCTGCTGOGAGCAAAGTCCTCAACCI‘CAATGC
TGGTGAAATCCTGCAGATGTTTGGGAAGATGTTTTT "TCTGTCAAGAGTCTGGCTATGAT
A.OCATCT!‘GCGTGTCCI‘GGGATCTAATGTCAGGGAGTH’!TGCAGAACCTOGACGCCCYGCAC
GACCACC’I‘CGCCACCATCTAGCCAGGGATGCGCGCACCTI‘CCITCCGGTGCACOGATGCAGAA
AAAGGCAAAGGGCTCATTCTGC .CI‘ACPA(H’OGGAMGAGAGGGGC'PTCAGGACCA’!’GTGAT
ﬁCGGGAT!‘A‘I‘CAAGACTGTAGCTCAACAGATCCATGGCACTGAGATAGACATGMGGTTAM
GCAAAGAAGTGAAGAATGTGATCATACCCAATTTTTAATTGAAGAAAAAGAATCAAAAGAAG
‘AGGAﬂmATGAAGATC’I‘GGACAGGTITGAAGAGAACGGTACCCAGGACTCCCGTATCAGCC
jC('iTACACC’I"I‘C’I‘GCAAAGC(}'I'I'TCC'I"1‘1'!‘CACATCATA'I’?IGACCGGGA(.‘.'(:1".1\(’5"1‘A.Ci’I‘CJ"«('.'(3(.“.13&
GTGTGGAAATGCTATCTACAGAGTGCTCCCCCAG CTCCAGCCTGGGAAGTGCAGCCTTCTGTC,
-TGTCII'CI‘CI‘CI‘GGTCCGCCCTCATATYGAC&TCAGTHCCACGGGAWCTI'KJACACATCMT
‘ACCGTCI‘I‘TGTACTGAGAAGCAAGGAAGGGTIGCTGGA’PGTTGAGAAAC!’I’GAATGTGAGGA
TGMCTGACFGGGGCAGAGATTAGCYGCCPCC(H‘C’FGAMGGCCAAATGATCTATITACCGGA

- AGCAGATAGCATCCTCTTCCTCTGITCACCAAGTGTOATGAACTIGOATGACCTAACAAGAAG
AGGCCTGTACCTGAGTGACATCCCTCTCCATGATGCTACACGAGACCTGGTCCTITIGGGAGA
ACAGTTCCGGGAGGAGTACAMCI‘GACACAAGAGC’NGAAATCCTCACAGACAGGCTGCAGC
,‘ICACACTGAGGGCTTTGGAGGATTGA

‘(ID DE SEQ NS : 144)

,msmmvm&pmmqmmnvmmsxmmmswimAGE
LQMFGKMFFVECQESGYDTILRVEGSNVREFLQNLDALHDHLATIYPGMRAPSFRCTDAEKGKG:
LILHYYSEREGLODHVIGHKTVAQQIHGTEIDMK VIQQRSEECDHTOFL IEEK ESKEEDFYEDLDRF:
rmsmnsmsp 'mrypmmnvmccxmmqmmcsuswswmwxwa
" » LECEDE GAEISCLRLKG mmmmpsvmnmm
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'Ru. 1

(IB. DE SEQ ‘Ne1-145)

ATGTACGGTTITGTGAACCATGCCCTOGAGCTGCTGGTGATCCECAATTACGGTCCCOAGHTG
TGGGAAGACATCAAAAAAGAGGCGCAGCTGGATGAAGAAGGCCAGTTTCTTGTGAGAATAAT
CTACGATGATTCCAAAACCTATGACTTGGTGGCTGCTGCGAGCAAAGTCCTCAACCTCAATGC
TGGTGAAATCCTGCAGATGTTTGGGAAGATGTTTITCGTCTICTATCAAGAGTCTGGCTATGAT
ACCATCTTGCGTGTCCTGGGATCTAATGTCAGGGAGTTTTTGCAGAACCTCGACGCCCTGCAC
GACCACCTCGCCACCATCTACCCAGGGATGCGCACACCTTCCITCCOGGTGCACCGATGCAGAA:
AAAGGCAAAGGGCTCATTCTGCACTACTACTCGGAAAGAGAGGGGCTTCAGGACATTGTGAT
CGGGATTATCAAGACTGTAGCTCAACAGATCCATGGCACTGAGATAGACATGAAGGTTATICA
GCAAAGAAGTGAAGAATGTGATCATACCCAATTTTTAATTGAAGAAAAAGAATCAAAAGAAG!
AGGATTTITATGAAGATCTGGACAGGTTTGAAGAGAACGGTACCCAGGACTCCCGTATCAGCC
CGTACACCTTCTGCAAAGCGTTTCCTTTTCACATCATATTTGACCGGGACCTAGTAGTCACGCA
GTGTGGAAATGCTATCTACAGAGTGCTCCCCCAGCTCCAGCCTGGGAAGTGCAGCCTTCTGTC!
TGTCITCTICTCTGGTCCGOCCTCATATTGACATCAGTTICCACGGGATTCTTTCACACATCAAT
ACCOTCTTTGTACTGAGAAGCAAGGAAGGGTTGCTGGATGTTGAGAAACTTGAATGTGAGGA
TGAACTGACTGGGGCAGAGATTAGCTGCCTCOGTCTCAAAGGCCAAATGATCTATTTACCGGA
AGCAGATAGCATCCTCTTCCTCTGTTCACCAAGTGTGATGAACTIGGATGACCTAACAAGAAG
AGGCCI‘GFACCFGAGTGACAI‘CCCICICCATGATGCI’ACAOGAGACCTGGTCC’ITI'I‘GGGAGA
ZAGTTCCC SAGT ;f\VCTGACACAAGAGCTGGAAA’PCCTCACAGACAGGCTGCAGC

RGLYLSDIPLHDATRDLVLLGEQFRBBYKLTQELHLTDRLQLTLRALBD

‘Figura 8Y
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(ID DE SEQ N°: 147) )
ATGTACGGTTTTGTGAACCATGCCCTGGAGCTGCTGGTGATCCGCAATTACGGTCCCGAGGTG
"TGGGAAGACATCAAAAAAGAGGCGCAGCTGGATGAAGAAGGCCAGTTICTTGTGAGAATAAT
CPACGATGAYTCCAAAAOCTATGACTTGGTGGCTGCTGCGAGCAAAGNCTCAACCICAATGC
"TGGTGAAATCCTGCAGATGTTTGGGAAGA ~ AAGAGTCTGGCTATGAT
ACCATCTIGCGTGTOCI‘GGGATCTAATGTCAGGGAM‘I’I’ITGCAGAACCI'CGACGCOC!‘GTTOG
"‘ACCACCTCGCCACCATCTACCCAGGGATGCGCGCACCTTCCTTCOGGTGCACCGATGCAGAAA
AAGGCAAAGGGCTCATTCTGCACTACTACTCGGAAAGAGAGGGGCTTCAGGACATTGTGATC

GGGATTATCAAGACTGTAGCTCAACAGATCCATGGCACTGAGATAGACATGAAGGTTATTCA

‘GCAAAGAAGTGAAGAATGTGATCATACCCAATTTTTAATTGAAGAAAAAGAATCAAAAGAAG
AGGATTTITATGAAGATCTGGACAGGTTTGAAGAGAACGGTACCCAGGACTCCCGTATCAGCC
CGTACACCTTCTGCAAAGOGT TTCCTTTICACATCATATITGACCGGGACCTAGTAGTCACGCA
GTGTGGAAATGC'rATcrACAGAmmcccCAGCTCCAGCCTGGGAAGTGCAGcm

TICTCTCTGGTCCGCCCTCATATIGACATCAGTTTCCACGGGATTCTTICACACATCAAT

ACCOTCTTTGTACTGAGAAGCAAGGAAGGGTTGCTGGATGTTGAGAAACTIGAATGTGAGGA

TGAACTGACTGGGGCAGAGATTAGCTGCCTCCGTCTCAAAGGCCAAATGATCTATTTACCGGA
AGCAGATAGCATCCTCTTCCTCTGTTCACCAAGTGTGATGAACTTGGATGACCTAACAAGAAG
AGGCCTGTACCTGAGTGACATCCCTCTCCATGATGCTACACGAGACCTGGTCCTTTTGGGAGA
ACAGTTCCGGGAGGAGTACAAACTGACACAAGAGCTGGAAATCCTCACAGACAGGCTGCAGC
TCACACTGAGGGCTTTGGAGGATTGA

(ID DE SEQ N°;'148)

MYGF VNHAIELL\’IRNY GPEV'WEDIKKEAQLDBBGQFLVRIIYDDSKTYDLVAAASKVLNLNAGE *
EQWGMF VFGQESGYDHLRVLGSNVRBFDQNLDALFDHATIYPGMRAPSFRCPDAEKGKGL
ILHYY SEREGLQDIVIGHKTV AQQIHGTBE)NIKVIQQRSBECDHTQPLIBBKBSKEBDFYEDLDRFBE
> 4 ! CGh LSVFSLVRPHIDISFHGIL
SIWPVFVLRSKSGLLDVBKLBCBDBLTGAEISCLRLKGQM[YLP SILELCSPSVMNLDDLTRR
GLYLSDIPL@AWLVLLGEQPRBEYKLTQELBETDRLQLERALKB

Figura 8Z.
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Ri.BL "{‘123@ H105G

(ID. DE SEQ.. N°: 149)
ATGTACGGTTTTGTGAACCATGCCCTGGAGCTGCTG GTGATCCGCAATTACGGT CCCGAGG’IG
TGGGAAGACATCAAAAAAGAGGCGCAGCT GGATGAAGAAGGCOCAGTTTCTTGTGAGAATAAT
CTACGATGATTCCAAAACCT. AT‘GAC‘!TOGTGGCTGCTGCGAGCAAAGTCCICAACCTCMTGC
TGOTGAAATCCTGCAGATGTTTGGGAAGATGTTITTTCGTCTT CTGTCAAGAGTCTGGCTATGAT
ACCATCTTGCGTGTCCTGGGATCTAATGTCAGGGAGTTTITT GCAGAACCTCGACGCCCTGGGG
GACCACCI’CG CCACCATCTA CCCAGG! GATGC’GOGCAOC'ITCCFTGCGGTG CACCGATGCAGAA
GGCAAAGGGCT CATTCTGCACTACTACT! CGGAAAGAGAGGGGCTTCA GGACATTGTGAT
CGGGA’ITATCAAG ACTGTAGCTCAACAGATC CATGGCACTGAGATAGACATGAAGGTTATICA
GCMAGAAGTGAAGAATGTGATCATACCCAAWAATTGMGMAMGAATCM AAGAAG
3AGGATI'ITTATGAAGATCTGGACAGGTTIGAAGAGAACGGTACCCAGGACT CCCGTATCAGCC
CGTACACC‘I"I’CI‘G CMAGCG‘ITT CCITITCACATCATATTIGACCGGGACCTA AGT. AGTCACG CA
jGTG‘T G’GAAATGCT ; 'I‘CTACAGAGTGCT CCOCCAGCTOCAGCCI‘GGGAAG’PGCAG CCTTCTGTC:
TGICITCTCTCIGGTCCGCCCT! CATATI‘GACATCAGTITOCACGGGATI‘CTITCACACATCAAT
ACCGTCTTT! GTACTGAGAA.GCAAGGA.AGGG’I’IGCI‘GGATG“’GAGAAACTPG AATGTGAGGA
TGAACTGACT GGGGCAGAGATI‘AG CTGCCY OCGTCTCAAAGGCCMATGATCTATITACCGGA
AGCAGATAGCATCCTCITCCT: CTGTTCACCAAGTGTGATGAACTT! GGATGACCTAACAAGAAG
AGGCCTGTACCTGAG?GACATCCCT CTCCATGATGCTACACGAGACCT! 'GQTCCITTTGGGAGA
ACAGTTCCGGGAGGAGTACAAACT GACACAAGAGCTGGAAATCCTCACAGACAGGCTGCAGC
TCACACT GAGGGCTTTGGAGGATTGA

{IDb. DE SEQ N 150)

MYGFVNHALELLW.RNYGPEVWEDIKKBAQLDBBGQFLVBHYDDSKTYDLVAAASKVLNLNAGE
mQM.FGKMFFWCQBSGYDnLavLGSNVREELQNLDALGD}H.ATWPGWSFRC’I‘DAEKGKG
LILHYYSERBGLQDIVIGIIK’{‘VAQQ]HGTEIDWVIQQRSBECDI—YI‘QFIJEEKESKEEDFYEDLDRFE
'ENGTQDSRISPYTFCKAFPFHIIFDRDLVVT VVEQCGNAIYRVLPQLQPGKCSLLSYFSLVRPHIDISFHGI:
Lsnm‘ry' RsKEGLLDVEKLECBDELTGABISCLRLKGQWYLPEADSH,FLCS?SVWLDDLTR

4! VHDATRDLVLLGEQFREEYKLTQELBILTDRLQLTLRALBD

(ID. DE SEQ. N°: 151) .
ATGTACGGTTITGTGAACCATGCCCTGGAGCTGCTGGTGATCC 'GCAATTACGGTCCCGAGGTG!
TGGGAAGACATCAAAAAAGAGGCGCAGCTGOATGAAGAAGGCC AGTTTCTIGTGAGAATAAT
CTA CAAAACCTATGACTTGGTOGCTGCTGCGAGCAAAGTCCTCAACCTCAATGE
SCAG ,TGTTFGGGAAGATGTITTTCGTCITCI‘GTCAAGAGTCTGGCPATGAT
; TAATGTC ;,‘_GGA.G’ITI’ITG &) CCTCGACGCCCTGCAC

‘A.GGA‘ITI"ITATGAAGA‘ITGA

(ID DE SEQ N" H 152)
FV. \ RN ' KXE; fQLDEBOQFLVRﬂYDDSKTYDLVMASKVLNLNAGE

ILQMFGKMFFVFCQESGYDTILRVLGSNVREPLQNLDALHDHLATIYPGMWSFRCI‘DAEKGKG

L[LHYYSEREGLQDWIGIII(.TVAQQIHGTEIBMKVIQQRSEBCDH’I‘QFLIEBKESKEEDFYED

Figura BAA
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Rn. B1(1-194) 1145Y

(ID. DE"SEQ. N°: '153)

ATGTACGGWFGTGAACCATGCCCT GG AGCI‘GCTGGTGATCCGCAA'ITACGGTCCCGAGGTG
TGGGAAGACATCAMAAAGAGGCGCAGCT GGATGAAGAAGGCCAGTITCITGTGAGAATAAT
CT. ACGATGA’!'T’CCAAAACCTATGACIT GGTGGCTGCTGCGAGCAAAGTCCTCAACCTCAATGC
TGGTGAAATCCT GCAGATG'ITI‘GGGAAGATGI’I’H’!‘CGTC’ITCT GTCAAGAGTCTGGCTATGAT
ACCATCTTGCGTGTCCTGGGATCTAATGTCAGGGAGTTITTGCAGAACCT CGACGCCCTGCAC
GACCACCTCGCCACCATC!‘ACCCAGGGA’FGCGCGCACC’ITCCITCCGG‘? GCACCGATGCAGAA
AAAGGCAAAGGGCT! CAT'DCTGCACI‘ACI‘ACTCGGAAAGAGAGGGGCTTCAGGACPACG‘I‘GAT
CGGGATTATCAAGACTGTAGCTCAA CAGATCCATGGCACTGAGATAGACATGAAGGTTATTCA
GCAAAGAAGT GAAGAATGTGATCATACCCAATTTPTM‘!'I‘GAAGAAAAAGAA’ICAAAAGAAG
AGGA'ITTTTATGAAGA’ITGA

(ID. DE SEQ. 'N°:.154),
MYGFVNHALBLLV]RNYGPBVWBDIK.KEAQLDEBGQFLVRIIYDDSKT’YDLVAAASKVLNLNAGB
EQNIFGKMFFVFCQESGYDTILRVLGSNVREFLQNLDALHDHLATIYPGMRAPSFRCTDAEKGKG
LILHYYS EREGLQDWIGIIKTVAQQIHGTEIDMKV!QQRSEECDHI’ QPFLIEEKESKEEDFYED'

(ID, DE SE-Q‘.J N" ._—-, ; :
ATG _AOGG'rrrerAACCATGCCTGGGAGchchGTGAmCGC AATrACGGT GAGGTG

AAGA. G‘I‘GAAGAATGTGATCATACCCAATTI‘ITAATTGAAGAAAAAGAATCAAAAG
AGGATTTTTATGAAGATTGA -

{ID. 'DE SEQ N°‘ 156)
MYGI"VNH.A.WBLLVIRNY GPBVWBDIKKEAQLDEEGQFLVRIIYDDSKTYDLVAAASKVLNLNAG
BILQWGKW FVI FCQESGYDTILRVLGSIWRBFLQNLDALHDHLA’HYP MRAPSFRCTDAEKGK

GL]LHYY SEREGLQDYWG[!KTVAQQ!HGTBIDMKVIQQRSBECDHTQFLIEEKBSKEEDFYED

 Figura ’3,,33.
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(ID. DE SEQ. N°: 157)
A‘I‘GTATGGATTCATCAACACCTG CCTG CAGTCTC’I'I'GTGACAG AGAAATTTGGTGAGGAGACA
TGGGAGAAGCTGA AGGCTCCTGCAGAAGTGCAAGATGTC’IT CATGACCTACACCGTGTATGAT
GACATCATCACCATTAAGCTCATCCAAGAAGCCTGCAAGGTTCTGGATGTGTCCATGGAAGCC
ATTCTGAAGCTCTTTGGCGAATACTICTTTAAGTTCTGTAAGATGTCTGGCTATGACAGGATGC
TGCGGACACTTGGAGGAAATCTCACCGAGTTTATTGAAAACCTAGATGCACTCCACAGTTACC
TGGCAC’I‘GTCCTATCAGGAAAT‘GAACGCACCATCC’WTCGAG’I’GGAGGAAGGAGCTGACGGG
GCGATGCTTCTCCACTACTACT CAGACAGAC ATGGTCTGTGTCACATTGTACCAGGTATCATTG
AAGCTGTGGCCAAGGACTTCTTT GACACTGATGTGGCCATGAGTATCC’I’GG ATATGAACGAAG
’ AGGI'GGAAAGGACAGGGAAGAMGMCATG‘ITGTGTI‘I‘CTGGT CGTGCAGAAGGCTCACAGA
CAGATMGAGGAGCMAGGCAAGCGGGCCACMGGCAGTGAGGACAGCCAGGCAGACCAGG
AGGCTCTCCAGGGAACACT CCTTCGGATGAAGGAGAGATATTTAAACATCCCTGTTIGCCCIG
GGGAGAAATCTCACTCAACTGCT! G’I'GAGGGCATCGGT CCTTITITGGAAAAGGGCCCCTCAGGG
. ACACCTTCCAGCCCGTCTATCCTGAGAGACT. ATGGGTCGAAGAGGAGGTGTFCTGTGATGCIT '
“TTCCTITCCACATTGTCTTTGATGAAGCACT. AAGGGTCAAGCAAGCTGGAGTGAATATTCAGA
AGTATGTCCCWGAATC’IT AACCCAGMGTTTGCACTAGATGAGTA'ITI"I'I‘CCATCATCCACCC '
TCAAG TTAS mCAACATCTCCAGCATCT GCAAG'ITCATTAACAGTCAGTFTGTC’I’FGMGACA

Al
TGATCTGGATG GAG’!U’CI' GAGGT GCATGATC!TCATGTGTI‘COCCA.AAC G‘I‘CCGCAGOCT GC
. MGAGC'T GGAAGAGAGCMGATG CATCTTICTOATATCGCTCCGCACGACA CGACCAGG GA‘!‘

GAAGGAGGAG‘IT GC G’I‘GTCCI‘I’ICCMTCAOCT GG CCATCGAGAAGAAGAAGACAGAGACCT '
- TGC'I' Gf!‘ATG QCATGC'I'GCC'I‘GAACATGTGGOCAACCAAC’FCAAGGAGGGCAGAAAG GT GGCT

GCAGCCT GT GA.ACCT A’PCCAA ATCGTGMCATGCT GAATI'CMTGTA(H‘CCAAGTITGAGAGG »
TFAA OCAGTGTCCATGA’PGTCI ACAAAGTAGAAACAATAGGGGA’I‘GC’ITACATGGTGGTGGGT '
G GAGTACCAGT ACCCGTTGAAAGCCA’PGCPCAAAGAGTCGCCAA’I'!'I'!‘GCTC’I'GGGGA’I‘GAGA‘
ATTI‘C'IGCAAAAGAAGTGATG AATCCTGTCACT GGGGAACCTATCCAGATCAGAGTGGGAATC :
CACACT GGACCAGTC’IT AGCAGGTG’ITGTGGGAGACAAGATGCCTCGGTACT GCTT GTTT GG'I‘

;(ID DE SEQ. N°: 158)

~MYGHNﬂQONtmmGmﬁﬁEmm%EUWQDWWRYNWUNHHQKEAGGKDV%amnx
' 'xmmoyummmnmomﬂnmmnmnmwmYuuswmm@mmwnwunAn&%uLH

ASRMESHGLPSKVHLSI?’!‘ HRA!..KNKGWIV i .
{PADGI(EVCTPGNQVRKSPAVPRN’I'DHQQQVYKGDPADASNEVTLAGSP’VAGRNSTDAVNNQPSP
'DETKTSVVASGPVLSAFCVVL -

Figura 8CC
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y sapiens 82 (1-217)

(ID. DE SEQ Ne: 159)
—ATGTATGGAT'I‘CATCAACACCTGCCTGCAGTCTQTGNACAGAGAAA’I’!’I‘GGTGAGGAGACA
TGGCGAGAAGCTGAAGGCTOCTGCAGAAGTGCAAGATOTCTTCATGACCTACACCGTGTATCAT
GACA‘ICATCACCA’!TAAGCTCATCCAAGAAGCC’FGCAAGG‘I‘PCI‘GGATGTGTCCATGGAAGCC
. A’I"I‘C‘I‘GAAGC’I‘CTTTGGCGAATACTTC’!TTAAGTI‘CTGTAAGA‘I’GTCTGGCTATGACAG GATGC
'FGCGGACAC'I'I‘GGAGGAAATG‘CAOCGAGTTTA’!’I‘GAAAACCTAGATGCAC’I‘OCACAGTI’ACC :
TGGCACTGTCCTATCAGGAAATGAACGCACCATCCTTTCGAGTGGAGGAAGGAGCTGACGGG
GCGATGCT:‘CTGCACfAC’EACTCAGACAGACATGGI‘CI‘G’!‘G‘I‘CACAT‘I‘G‘I‘ACCAGGTATCA’I"I‘G
AAGCTGTGGCCAAGGAC‘I’TCT’ITGACACI‘GATG'I‘GGCCATGAGTATCCTGGATA’I’GAACGAAG
AGG‘I’GGAAAGGACAGGGAAGAAAGAACATGTI‘GTGTTIC’I’GGTCG’FGCAGMGGC’!‘CACAGA
CAGATAAGAGGAGCAAAGGCAAGCCGGCCACAAGGCAGTGAGGACAGCCAGGCAGACCAGO
AGGCTCYCCAGGGAACACTCCTT

(ID. .DE SEQ 'N°: 160)

MYGFINTCLQS! LVTEKFGBETWEKL KAPAEVQDVFMTYTVYDDUTIKLIQEACH KVEDVSMEAILK:
:LFGBYFFKF‘CKMSGYDRMLRTLGGNLTEFXEN LDMHSYLALSYQEWAPSFRV EEGADGAMLLH
YYSDRHGLCHIVPGIEAVAKDFFDTDVAM SILDMNEEVE R.TGKK.EHVVFLW QKAHR QIRGAKA
SRPQGSBDSQADQEALQGTLL '

(ID ‘DE. SEQ "Ne:s 161)"
' ATG’I‘ATGGATI’CATCAACACCT GCCTGCAGTC’I‘C’ITGTGACAGAOAMT’ITGGTGAGGAGACA
"I’GGGAGAAGCT GAAGGCT CCTGCAGAAGT GCAAG ATGTC'IT CANACCT ACACCGTGT ATGAT

_ TGOGGACAC!'I‘GGAGGMATC’PCACCGAG‘ITYAITGAAAACCTAGATGCACTCCA CAGTTACC
’_GGAGCTGACGGG _
GCGATGCTTCTOCACT ; ACTCAGACAGACATGGTC‘!‘GT GTCACI‘A’I‘G’!‘ACCAGGTATCA‘ITG"
'AAGCTGTG CCAAGGAC’!TCFITGACACTGATGTGGCCATGAGTATCC[‘_GGATATGAACGAAG‘
AGGTGGAAAGGACAGGGMGAAAGAACATG'ITGTGTITCTOGTCO‘PGCA AAGGCTCACAGA

CAGATAAGAGGAGCAAAGGCAAGCOGGCCACAAGGCAGTGAGGACAGCCAGGCAGACCAGG

AGGCTCTCCAGGGAACACICCIT.

EQ. "+ 162y, "

L QSLVTEKFGEETWEKLKAPAEVQDVEMTYTVYDDITIKLIQEACKVLDVSMEAILK

"KMSGYDRMLRTEGGNLTEFIENLDALHSYLALSYQEMNAPSFRVEEGADGAMLLH
: ﬂiﬂnm&mﬂmnmmﬁwamnna&mwvmﬂwmmanmmmsAx

Figura 8DD
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- tratamento de qualquer condigdo. para a qual a liberag¢do de

S pre Z// Jol-1
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"cbuposxc;c")zs E METODOS PARA A LIBERAC;KO DE 'O)éIGENIO

Proteihas.H-NOX'séo mutadas para exibir proprieaades
cinéticas e _termodiﬁéﬁicas aumentadas. ou ideais pafa
liberacéo. sangﬁinea de géas O,. As pfoteinas H-NOX
projetadas  compreendem mutagdes qué transmitem ligacgdo de.
ligante de O, ou NO alterada em relacgdo ao dominiq de H-NOX
do tipo éelvagem,correspoqdenﬁé, e sdo bpérécionais.comé
transportadqrés" sangliineos de gés‘ O, em mamifefosn
fisiélogiéamen?e compativeis. - A invengao ¥também  fornece

composigSes farmacéuticas, kits .e métodoés que utilizam

,prOteinasv H¥NOX do tipo ‘selvagem ‘ou mutantes para o

O, seja benéfica. .
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